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[X] comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud

D Documento que acredita la axistencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica

D Documento de Representacion Legal

|:| Documento de ceslén del inventor al solicitante o a su causante
D Deaclaraclones

D Copla de la solicitud intemacional (Resumen, descnpcién, relvindicaciones, dibujos)
E Traduccitn de la solicitud Intemacional al castellano {Resumen descripcién relvindicaciones)

|:| Copia del examen preliminar interacional efectuado por la Autondad Internacional de Examen Preliminar
(IPEA)

|:| Traduccidn del examen preliminar Intemacional efectuado por la IPEA
D De ser o caso, copla del contrato de acceso

|:| De ser el caso, documento que acredite la licencla o autonzacién de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades indigenas

[[] Arte Finel 12X12

D De ser el caso Iinformaclén sobre ofras solicitudes de patente o titulos obtenldos en el extranjero po ~
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalments con la Invencién de esta solicitud

D De ser &l caso, modificaciones efectuadas a Ia solicitud Internaclonal
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

PCT

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(Articulo 18 y Reglas 43 y 44 del PCT)

‘Notificaciin ¢ 1s Traow=sin ol Reparte i Bisqueds [ntermacionl (Forms
Refrencn ol expedente del sobriants o del rendaterm | PARA ACCION :ﬂlm-llml bidn. donde wm miicahle. ol axn § Postemm
AM100449PCT ADICIONAL

No de Solicitnd Internacional Fecim do presentacy’n Infrrmewoml (divimes/alio): | Feche de prioridad (la mis reclenis) (dis/mes/afio):
PCT/US 01/46943 08/11/2001 10/11/2000
Solwitante

AMERICAN CYANAMID COMPANY

Este reparte de Bisqueds Internacional ha s1do preparado por esta Autondad de la Bisqueds Internacional y se transmute al sohcitante de
acuerdo con ¢l Articulo 18. Una copia estl siendo tanstrntida a la Oficina Internacional

Esto Reporte de Bisqueds Internacionsl consiste de un total de [ ] hojas

E] También esth acompafiado por uns copis de cads documento de la técnica anterior citado en eate reportc

1 Bases del Reporte

a Con respecto al idioma la bdsqueds internacional se lievd s cabo en base & la sohicitud Internacional en el
idioma on el cual se prescntd a menos que se indique de otra manera bajo este articulo

la bisqueds internacional se llevd & cabo en base & una traducciém de la goheitud internacional
proporcionada a esta Autoridad (Regla 23 1(b))

b Con respecto a cuslquier secuencia de nucledétidos y/o aminodcidos descrita en la solieitud intemacional la
bisqueds internacional se llevéd a cabo en base al listado de secuencias

[]

contenido en Ia solicitud internacional en forma oscrita

presentado junto con la sohcitud internacionsl en forma leible por computadora
proporcionado subsecuentemente a la Autonidad en forma escrita

proporcionado subsecuentemente a 1n Autorided en forma lefble por computadors

ha sido proporcionads 1s declaracién que ¢l histado de secuencias eserito subsecuentemente
proporcionado no va mis alli de 1a deseripeidn en la solicitud mnternacional como se presentd

ha sido proporcionada In declarcidn que 1 mformacidn regutruda en forra lefble por computadora s
1déntica n! istado de secuencias esento

2
3

Se encontrd que ciertas retvindicaciones no son investigables (Ver el Cusdro I)

0 O OO0

La unidad de la invencidn es deficiente (Ver ¢l Cuadro II)

4 Con respecto sl titulo
E el texio se aprueba como lo presentd el solicitante

D esta Autorided he establecido que el texto se lee como sigue

5 Con respecto al resumen

EI ¢l texto sc apruchs como lo presentd el solicitante
csta autoridad ha establecido el texto es, de acuerdo con la Regla 38.2(b), tal como aparece en €] Cuadro
111 El solicitante puede dentro de un mes s partir de la fecha de envio por correo de este
reporte de biisqueda internacional proporeionar comentanos a esta Autoridad
6 La figura de los dibujos que se va & publicar con ol resumen es Js Figurs No
D como lo sugind el solicitante E Ninguna de las figuras
D porque al soliciiants le faltd sugenr una figura

D porque In figura caracteriza mejor la invencidn

Forma PCT/ISA/210 (primera baja) (Jullo de 1998)




Nimero de Solicitud Internacional

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US 01/46943

Recuadro | mm:mmwmmﬁmm@mmwmmlahmml

Este reparts de bisqueds mirmacional no se he establecado con respectn s cicrias resvindicaciones bayo el Articulo 17(2)(s) por les siginentes roxnes.

1 g Relvindicaciones Noa
Debido u que se refacionan con el tems que no requuere que sea buseado por esta Autondad, especlficamente:

Aunque las reivindicaciones 29-50, 56-60 se dingen a un método de tratamiento del
cuerpo humang/ammal, la mvesugnclén se ha llevudo a cabo y se ha basado en los
efectos afirmados del compueslaolomnpomclén

2 D Rervindicaciones Noa
debido s que 3¢ relacionan con lns partes de 1a Soligitud Internacional que no cumple con los requenTtmentos
preestablecidos & un grado tal que no se pucde Tlevar & cabo Ia bdsqueda internacional significativa, edpecificamente

3 D Rervindicaciones Nos
Dendo a que son relvindicaciones dependientes y no se amgnan de acuerdo con Ia segunds y tercera anacidn de la Regla 6.4(a).

Recuadro I Observaciones donds la unidad de la invencidn es deficiente (Continuscién del punto 2 de Is pnmer hoja).
Esta Autondad de Bisqueda Intemacional encontrd milltiples invenciones en esta soliciud miternscional como sigee

1 D Puesto que todas las tasas de bilsqueds, sdicionales requendas se pagaron oportunamente por el solicitants, este
reporte de bisqueda cubre todas las rervindicaciones buscables

2 D Puesto que todas las reavindicaciones buscables podrisn ser buscadss ym esfuerso quae justfiqus una tass adicional
esta Autoridad no soheitd el pago de cualquer tasa adicional

3 D Pussto que (nicamenio algunas tasas de bisqueds, adicionales, requendas se pagaron opartunamente por el
solicitante, este reporte de bisqueda mtemnacional cubre dmcaments aquellas rervindicaciones pars Ias cuales
se pagaron Ias esas, especificarnente las rervimdicaciones Nos

4 D Ninguna de (as tasas de bilsqueda, adicionsles, requenides se pagaron oporhmamente por el solicitante En
consecuencia, esis reports de biisqueda internacional s restringe a ks invencidn mencionads pnmero en s
ravindicaciones se cubre por las revindicaciones Nos  1-15 (parcialmente)

Comentarie de protesta D Las tases de bisquedn sdicyanales s¢ scompafian por 1a protests del solicuante
D Ninguna protasta scomrpafis al pago de las tsas de bisqueds, adicionales

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de Ia pnmers hoja (1))(Julio de 1998)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL No de solicited micrecional
PCT/US 01/46943

A CLASIFICACION DEL TEMA
IPC 7 AG61K39/39 A6IP31/00 AG61P31/18 AGIP3S/00 A61P37/00
AGIP25/18  /IA61K39/21, A61K39/00

Ds acoerdo & Ia Clamficacidn de Patenies Internacional {IPC) o a tanio la elasiflencién naclonal comw s IPC

B CAMPOS BUSCADOS
Documentacibn minima buscada (sistema de clasificacién seguldo por los simbolos de elasificasién)
IPC 7 A61K

Documentacién busenda diferante s Ia documeaniaclén minima ol grado que tales documentos estin jnclnidos en los campas buseados

[Base de datos electrénles consnliada dumants I
bisquedn utilxados)

EPO Internal, B1IOSIS, MEDLINE

€ _DOCUMENTOS CONSIDERADOS QUE SON RELEVANTES

Categoria* | Cimn del docomento com mdicacydn, on donde sea apropiade de los pasafes relevantos Pestincuio pars ln relvindicacain No.
Y WO 98 50399 A (RIBI IMMUNOCHEM RESEARCH 1-13,

INC) 12 de Noviembre de 1998 (12-11-1998) 20-32,
39-42,
49-51,
56, 61-66

Resumen

pégmna 2, linea 18 - linea 27

pégina 4, linea 27 - phgina 5, linca 28

pigna 6, linea 7 - linea 8

ejemplo 20 °
phgma 76, linea 22 - pégmna 88, linea 25
pigna 106, linea 5 - pigina 113

E Los documentos adicionales se Hstan en la contimuaeién del cusdro C, E Los miembroa de fumilia de paterries ye hatan en & anexo

*calegorias especiales de los documentos citados "T" documento posterior publicado después de In fecha
de presentacion intermacional o la fecha de l|n'u:milll
“A” documento que define el estado genoral de la técnica y no en conflicto con Is soheitud poro citado para
el cual no s¢ considern que es de particular relevancia “““dﬂn el principio o teoris fundamental de la
mvenc
*E" primer documento publicado ¢n o después de la fecha
de presentacién nternactonal X" documento de relevancia particular la mvencién
reclamads no puode ser consydernda nueva o no me
“L" documento ¢l cusl pucde srrojar dudas sobre la(s) puede considerar que involucrs uns paso mventivo
relvindicacion{es) de prioridad o el cunl se cita parn cuando ol documento sc toma solo
establecer la fecha de publicacién de otra cita v otra
raxzdn especial (como se espeesficn) *Y" documento de particulsr relevancie ne se puede
considersr que la Invencién reclamada mmvolucra un
“O™ documento que sc reficre s uns deseripeidn orul uso paso inventivo cusndo el documento es combinado
exhibicién u otro medio con uno o mis de tales documentos tal combinacidn
ue es cbvis pars una persona experimeniads en la
“p” documento. publicado antes de la fochs de cnica
representacidn internacional pero después de la fecha
de priondad reivindicada "& documento miembro de ls misms familia de
patentes
Fecha de Ia terminacién sctual de la bisqueds intermacional Fecha de envio del reporte de biisqueda internacionat
25 de Septiembre de 2002 10/10/2002
Nombre y direceién de envio de la ISA Funcionario sutonizado
2 Oficina Europes de Patentes P B 5818 Patentlasn 2 Not. V
NL 2280 HV Ryswyk of,
Tel (+31 70) 340 2040 Tx 31 651 cponl,
Fax (+31 70) 340 3016

Forma PCT/ISA/210 (scgunda hoja) (Julio de 1992)
pigmna 1 de 3



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

No de solicitud internacional
PCT/US 01/46943

C (Continuaelén) DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERAN FERTINENTES

AIDS RESEARCH AND HUMAN RETROVIRUSES
ESTADOS UNIDOS FEBRERO DE 1995,
vol 11, no 2, Febrero de 1995 (02-1995),
pignas 211-221, XP001108967
ISSN 0889-2229
ciada en la solicitud
TCRUITEN
tabls 1

e

Categorin® | Cumcuin del documenin, con indseacytin, donde es apropuado, de Jos pesyjes pestmentes Pertmente pam la resvinchoacaéin No.
Y WO 00 60084 A (SMITHKLINE BEECHAM BIOLOG, 1-13,
VINALS Y DE BASSOLS CARLOTA (BE), CORIX) 20-32,
12 de Octubre DE 2000 (12-10-2000) 3942,
49-51,
56, 61-66
pigma 22, linea 6 -pdgma 23, linea 7
pégina 25, linca 7 — linea 19
pégma 26, linea 19 — linea 27
rewvindicaciones 25, 26
Y US 5980 911 A (CORNER LEIGH AUSTIN Y 1-13,
COLABORADORES) 9 de Noviembre de 1999 (09-11-1999) 20-32,
3942,
49.51,
56, 61-66
el documento completo
Y US 5 679 356 A (BONNEM ERIC M Y COLABORADORES) 1-13,
21 de Octubre de 1997 (21-10-1997) 20-32,
citada en ls solicitud 39-42,
49-51,
56, 61-66
el documento completo
Y WO 98 57659 A (SMITHKLINE BEECHAM BIOLOG, 1-13,
BOON THIERRY (BE), SILLA SILVIA (BE), U) 20-32,
23 de Diciembre de 1998 (23-12-1998) 3942,
49-51,
56, 61-66
el documento completo
A HAYNES B F Y COLABORADORES “HIV type 1 V3 region 14-16,
primer-induced antibody supression 18 33435,
overcome by administration of C4-V3 4345
peptudes as a polyvalent mmmunogen.”

Forma PCT/ISA/210 (Continuacidn de In segunda boja) (Jullo ds 1992)

pégina 2 de 3




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

A4

No de solicitud internacional

PCT/US 01/46943

C (Continuacién) D CUMENT S QUE SE CONSIDERAN PERTINENTES

Categoria*

Cilnevin del documenin, con indicacién, donde es spropaada, de los pesyyes pertmenies

Pertmente para la rervinchcacyn No.

A

KURODA MARCELO J Y COLABORADORES “Analysis of
Gag-specific cytotoxic T lymphocytes m

siman immunodeficiency virus-infected

rhesus monkeys by cell staimng with a

tetramenc major histocompatbility

complex class I-peptide complex ™

JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE,
vol, 187, no 9, 4 de Mayo de 1998 (04-05-1998),
pignes, 1373-1381, XP002214739

ISSN 0022-1007

citada en la solicrtud

columna 2, pérrafo 3

LIAO HUA-XIN Y COLABORADORES *“Induction of
antibodhes n guinea pigs and rhesus
monkeys agamst the human immunodeficiency
virug type 1 envelope Neutralization of
nonpathogenic and pathogenic primary
1solate syman/human immmunodeficiency
virus stramns ”
JOURNAL OF VIROLOGY,
vol, 74, no 1, Enero de 2000 (01-2000),
pégnas 254-263, XP002214740
ISSN 0022-538X
citada en la sohcitnd

resumen
pigna 255, columna 2, pérrafo 1

WO 99 27944 A (SCHENK DALE B, ATHENA
NEURQSCIENCES INC (US))

10 de Jumo de 1999 (10-06-1999)

citada en la solicitud

resumen

pégma 3, linea 18 - linea 28

pégma 14, linca 30 — linea 34

14,17,
33, 36,
43, 46

14, 18,
19,133,
37,38
43, 47,48

52-55,
57-60

Forna PCT/ISA/210 (Continuacida de 1a segunda hojn) (Tllh de 1992)

pégina 3 de 3



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

No de Sohcitud Internacionsl

Informacelén de mlembros de familin de In patente PCT/US 01/46943
Documenta de patente citado Fecha de Miembro(s) de Farmlia de Fecha de
en el reporte de bdsqueda publicacién patentes publicacidn
WO 9850399 A 12-11-1998 US 6113918 A 05-09-2000
Al 740663 B2 08-11-2001
At 7474798 A 27-11-1998
BR 9809781 A 27-06-2000
CN 1265112 T 30-08-2000
EP 0983286 Al 08-03~2000
HU 0004147 A2 28-04-2001
JP 2002512623 T 23-04-2002
NZ 500938 A 31-05-2002
PL 343205 Al 30-07-2001
us 6355257 Bl 12-03-2002
WO 9850399 Al 12-11-1998
us 6303347 B1 16-10-2001
US 2002048588 Al 25-04-2002
W0 0060084 A 12-10-2000 AU 4452900 A 23-10-2000
EP 1169450 Al 09-01-2002
Wo 0060084 Al 12-10~2000
LS 5980911 A 09-11-1999 Al 694774 B2 30-07-1998
AU 2341195 A 29-11-1995
) 9530436 Al 16-11-1995
CA 2189432 Al 16-11-1995
EP 0755266 Al 29-01-1997
NZ 284778 A 27-05-1998
US 5679356 A 21-10~1997 AU 4662393 A 31-01-1994
CN 1091978 A 14-09-1994
EP 0651656 Al 10-05-1995
JP 7504683 1 25-05-1995
MX 9304089 Al 31-01-1994
Wo 9401133 Al 20-01-1994
ZA 9304890 A 14-04-1994
W0 9857659 A 23-12-1998 WO 9857659 Al 23-12-1998
WO 9857660 Al 23-12-1998
EP 1001808 Al 24-05-2000
EP 0977589 Al 09-02-2000
JP 2002504135 T 05-02-2002
JP 2002504136 T 05-02-2002
us 6375945 Bl 23-04-2002
WO 9927944 A 10-06-1999 BG 104562 A 31-01-2001
BR 9815357 A 24-10-2000
CA 2312920 Al 10-06-1999
CN 1281366 T 24-01-2001
DE 1033996 T1 07-06-2001
EE 200000379 A 16-04-2001
EP 1033996 Al 13-09-2000
HR 20000443 Al 31-10-2000
HU 0100627 A2 28-06-2001
JP 2002502802 T 29-01-2002
NO 20002784 A 31-07-2000
PL 342649 Al 18-06-2001
1R 200001608 T2 23-07-2001
Wo 9927944 Al 10-06-1999
AU 1706199 A 16-06-1999
ZA 9810932 A 02-07-1999

Forma PCT/ISAJ210 (anexo de famlis do pstentos) (-.Illllo de m':)
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PATENT COOPERATION TREATY
Erom the INTERN/A TIONAL SEARCHING AUTHORITY Pc-l- {
To:
NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF

AMERICAN HOME PRODUCTS CORPORATION THE INTERNATIONAL SEARGH REPORT
Patent Law Departnent OR THE DEGLARATION
Attn stiion]i:n . F::: M
Fi ralda
Ha;:son. New Jersey 07940 (PCT Ruls 44.1)
UNITED STATES OF AMERICA

Dette of malling

(amphmortniyse) — 10/10/2002

w-«wonm

AMERICAN CYANAMID COMPANY

AM100449PCT FOR FURTHER ACTION  Seo paragraphs 1 and 4 below
inismational application No. intamafional fling dete

PCT/US 01/ 46943 (atymanihysa)  08/11/2001

Appicant

1 m The appiicant Is herby notifiad that the intemational Search Repart has been established and is tunamitind herewith.

Filing of amendmants and stxisment under Article 18
The appiicant is enfftied, I he 80 wishss, b amend the ciaims of the intemational Appilcation (ese Fule 46):

When? The time fimit for fling such amendments is normally 2 montha irom the date of ransmilial of the
inamaiionst Search howavet for more daialls, see the noles on the

Where? Direcly o the  Intemational Burssu of WIFO
34, chamin des Colombettes

For more detalied Insiructions, see the notss on the accompanying shast

2 D Aricie 17(2)(8) 1o that sflect is tranamitied herewith

3 D With regard o the protest against payment of (an) addiional fes(s) undar Fuie 40.2, the applicant is notifled that:

O ;m'-m'mumummmmummnnmnﬁh

D no decision his bsan macds yet on the prosst; the applicant will be nolified as so0on as a decision is made

4 Further action{sl The appiicant ls remincied of the following:

Shortly afar 18 months from the priority date, the inlsmational sppiication will be published by the International Bureaw.
If the appiicant withes i avoid Or postpone pubicetion & nofice of withcrawsl of the Intemational orof the
pricrity claim musst reach the intsmations! Buresu as provided in Rules 60bis.1 and 5003, belorm ha
comgistion of the lachnical preparations for intemaiional publication

Within 10 monih® 1fOm the priory date, a damand for inlamational praiminary examination must be fled i the applicant
JywmmmuhmmmmmﬂMM(Mmmﬁm

Within 20 monihs from the priorily date the lcant must parform the prescribed acis for entry inlo the nalional phass
m?gmﬂdﬂhdﬂhn&n“lnh“mhnhﬂmﬂhﬂnﬂutmh
priority caie of Could nat be elacind bacauss they e not baund by Chapter I|

harmin coe Gorabetes ¢
Fascimils Ro. ($1-221 740.14.38 ) OCT 182002
By

The applicant Is hareby nolified that no insmational Search Repart will be astablished and that the daciaration Undar

Name and maling address of he intemational Sserching Authorlly | Autharized officer
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Thase Notes are inlerded io give the baslo insinusbons canoeming the fling of amenciments under artisle 18 The
Notes are basad on the requirerenis of the Pelent Caoperstion Treaty, the Regulsiiers and the Adminkirative insinstions
under thal Treaty n case of decrepancy between theas Noles and those requirements, The istier are applisebie Fer more
detailed iniesmation, see also the PCT Applicant'’s Guide, a pubiinstion ol WIPO

in theas Noles, “Artiele”, "Fluls”, and "Baclion” refar 1o the provimens of the PCT, the PCT Regulsiions and the PCT
Adnwneirstive Instruchans respsclively

INBTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The spplioant has, afler having recsived the inlamalional search report, ane opporiunlly to amend the clslms of the

MMIMMEWM wines sl of the inlemational
prasen the inlamailenal pﬂﬁ-.m-nmll#ﬁh

::dhh-:ﬁuﬂhﬂuu:kﬂilﬂ:n.ghm“h*hh
purponss of provisienal praincliion or has ansihar ressen oy amending the slabne belore inlemalianal
Fusthenmore, R should be emphasized thet previsional protection s sveliabie In some Biates only

What peris of the inlermaiiassl applicalion may be amended?
Uncler Astwie 18, enly the clabne may be amarulisd.

During the inlemnational phase, e slaims may sisc be amended (or iuther smanded) under Arlsle 34 belore
fiw inlemational e o be amended under
o ?Mmm dagoriplion and drawings may only

inio the nehonel gheas, all of the inlsmalional sppliostion be amancdad under Articls 78
m'#.hﬂll pas i

Whaa? Wllh!nﬂnlml.ﬁdlurﬁdhlﬁlhﬂ“npﬁwﬂnﬂ.lmhm
dais, whichever ime mkt sxpies lsber & should be rolnd, however, thet 1he amandments will be considersd
- bean recsived on fime ¥ they are received by the intemational Buress allar the expiraiion of the
‘1rmumuqﬂdhwmhmm

The amendeanie be Sled with the intemutional Buress and not wilh the recsiving Ofios or the
w#"&"u—nmu «

Whare & denand for inlemaslisnal preiminary sxaminstion han baen As fled, see below

How? Elther by canosling one or mere anire claima, by adding one or more new cialme or by amending the et of
one or move of the clales as Sled.

A repiacamant sheat must be submiiied for sach shest of the claine whish, on asaount of en amandment or
amervimenis, dilere from the aheel ariginally Sled.

A thw slexvs sppearing ‘wﬂmuwhmm m-ﬁnb“
:-*d. mmanbaring oclakna _‘-ﬂ. omas where claime are rensmbered, they

mmmh‘hHMhﬂﬁm“ s % be publishad.

Wiat decamenis mushinay acsampany e ssndments?
Latter (Bustion S08(h)):
The anmandmants must be submilied with a letier

The istier will net be publishad with the inlemational eppliostion and the amendad dsinm & should not be
confused with the "Statemant undar Ariisls 1901)" (see below, under “Stalement under Artiols 16¢1)7).

mmmhnm-m-hmuu However, lh“dh
. -h -- Englinh, the lsttwr must be In -"ol intarnalionad appiisation

e e - -
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mwm-ﬁ:ua—-:.mhm::dmhm--mmn
that kiurtioa! Indlastions eamseming sevarai olaim nay be proupedwhether

the claim b unshanged;

the claim s sarmelied;

the claim & new

the claim replesss one or more dlans s fled,

the claim is the result of the divisson of a claim as Sed.

TTIB2

in which assendmants mut be nthe
The follewing axampies Sustrade the manner explained

1 [Mhwre eriginally here ware 48 slaima erxd aller snendwent of some dairme thare s 61}
*Clame 1 0 25, 31, 32, 34, 3§, 37 io 48 rapisced by amensded slsiing bearing the same numbers,
clasme 30, 33 and 38 unchanged, mw cleve 40 o 51 added”

2 [Wham criginally here 15 slabns arvd afier arvandvent of all claims there are 11
'ﬁnibildmmﬂdﬁmihﬂ' et

3 M--Tﬂyl..wﬂdﬁu-ﬂh““h-ﬂ.mﬂmmhm
now clalary
“Claima 1 108 and 14 alaima 7 0 13 alaims 15, 18 and 17 added " or
A e A e b L L

4. varima kinds of smarcimenie sre macds]
1-10 cheme 11 fo 13, 18 snd 19 osnoslied, slales 14, 15 and 18 reglaced by amemiad
olaim 14, alnim 17 into amenced dasmm 16, 18 sl 17, now claims 20 and 21 adkied.”

“Bininseant under artiols 19(1)" (Rule 45.4)

The amanhnenis be scoampanied sistament explaining the amendmanis and indicaling any impast
Iﬂ%ﬁhnﬂllﬂmh‘&h-ﬂhmm-ldhm&

The sisamant wil be published with the infemational appiicstien arvd the smendsd clshra.
R must be I the fanguags In which the infernationsl appplization fs o b pubiishad,
Rt st e bried, vot exoeading 500 words It in English or ¥ transisied inio English

R should sl be canhned with and doss not replace the lsller indiosting the difersnces belwesn the deine
an fiad and s smendad. k must be Siad an & ssparsle shest ard wust be ideniiied as such by & eading,
proferably by uwang the words "Sislement urder Asticle 18(1)."

[ | nel contan avy commenis on the inlamationsal search eport or the reisverme of cltaliors
.:=|dhlllﬂlq—|. o aksliors, relevant to a given alsim, contsined in the inkemalional search
raport may be masle only in connesiion with an amendment of thet elaim

Cansapunse N & dessand for internationyl profiminesy ennmination hae sivessly bean fled

W, of the iime of fling any smendments under Articls 10, a demand fer internationsl preliminary sxamination
h-d-dyhnuh:l.-h-?lm m.#:-mhd-'h-iMﬂlll
inlamational Bureau, a copy of such amendmenis inlemalional Preliminery Examining
Authorlly (see Ruls 82 2(a), it sentence)

Consmpenda with regand te tranalation of the intsrsationa! applicalion for estry inlo the natienal phase

The applicants attaniion s draam to e fact thal, where aniry inin the national phase, a transislion of the
m-.-““m1'mhﬂlhblﬂﬂhh mt‘._d.-
in selililion io, bhe irywistion of e ssinn s fied.

For furthar detalls on the requrements of sash designaiadisiaciad Offise, sse Volums [l of e POT Appllcmnt's

IH-DMPGTAMMQHM 1904)
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PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rulas 43 and 44)

Appicant's or agent's fie retsrence FOR FURTHER m"m'&“:w&':mm
AM100449PCT ACTION SAR20 tpplcatie

intemational appication No. intemational fling dale (dayimonthiyear) (Eariiest) Prionty Daie (ammonthyear)
PCT/US 01/ 46943 08/11/2001 10/11/2000
Appiicant

AMERICAN CYANAMID COMPANY

mulmmmmmmwmlmmmmmhwbu applicant
according o Articie 18 A copy Is being transmittad in the intemational Bureau

This Intemational Search Reportconsists of awtiof___ 6 ehoots.
it i aiso accompanied by a copy of each prior ant document chied in this repart.

1 Basis of the report
& With regard 10 the isnhguage, the inlemational search was camied out on the basis of the iInlamalional application In the
languags in which t was filsd unisss otherwise indicaied under this kem

the iniamational ssarch was cariad out on the basia of a transiation of the inismational application fumishad i this
Authority {(Rule 23.1(b)}

O

[X] contained in the inlsmational appiication in writien form

[X]  med together with the insemational appiication in computer readable form
[] tumished subsequently io this Authory in writien form

[] tumished eubsequenty io this Authorlty In compuker reackie fam
O

]

X]

O

the sintemaent that the subssquently fumished wiiten sequence listing doas not go beyond the disciosure in the
insrmnalional appication as fiad has bsen fumishad.

mwmumwnmmmuwunmmmmm

Cartsin olaims were found unaassshabie (Ses Box 1)
Unity of invention Is lacking (see Box Il).

4 Wi regard © the fitle,
[X] e wxtis approved as submitied by the applicent.
[[] thetexthas been estabiished by this Authority to read as follows.

5. Wih regard 10 the sheiraot,
m the taxt is approved as submitiad by the appiicant.

the text has baan eatablished, according 1o Rule 38.2{(b), by this Autharily as it appears in Box Il The applicant may
within one month from the daie of maliing of thia Imlemational sserch report, submit comments to this Authority

8 The figure of the drwings 1o be published with the abstract is Figure No -
[[] ae sugoeetsd by the appicant [X] noneottne sgures.
[] because the appicant taled © suggest a fiure.
[[] because this igure betier characierizes the invention.

Form PCTABA/210 (tirsl shest) {July 1888)
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Intamational application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US 01/46943

I\

Observations where certain claime were found unsearchable (Continuation of Ham 1 of first shest)

1 [x] ciaime Nos.

bacauss they reiate to subjact matier not required to be ssarchad by this Authtrtty namely

effects of the compound/composition

2 [ ] camance

because they relale to paris of the inlemational

Appication that do not with the prescribed remants to such
mmmmmnmmumum ° roau

a. [_] cuaima Nos.

bacause thoy are dependent ciaims and are not drafied in accordance with the second and third sentences of Ruls 8.4{a).

This Intemalional Search Raport has not besn estabiished in respact of certain caime under Article 17(2)(a) for tha fallowing reasons.

Although claims 29-50,56—60 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged

Box B Obssrvations whare unity of invention (s lacking (Continuation of llam 2 of first sheest)

This iInemational SBearching Authorlty found multipls inventions in this inlsmational appiication as folows.

1 As all required addiional ssarch faes wire tmaly paid by the applicant, this insmational Bearch Repart covers all
searchabie claime.

2 As sl saarchable claims could be asarched without effort addiional fee thi did not Invite
] Ao e Justtyng on s Authorty payment

a D Aa only some of the required ackitionsl seasch fees were

timaly paid by the appicant, this intsmational Bearch Report
covers only thoae ciaims for which fese ware paid, spacifically cinims Nos.

« O

recuired addiiional search fees ware thmely paid by the appiicant. Consecuently this Inemational Search Report Is
reskricied to the invention firet mentioned in the claims; It is covered by claims Nos.

D The adcditional saarch faes were accompanied by e agpiicant’s protest.

El No proteet accompanied the payment of addilionsl esarch fase.

Form PCTASA/210 (continuation of Bret sheet (1)) (July 1898)
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Te T ABIKI9/30 | ABIP31/00  A61P31/18  AG1P35/00  AG1P37/00
AG61P25/18  //A61K39/21,A61K39/00

. According 1o Internalionsl Paienl Classification (IPC) or to both nalional ciasaliicalion and I°C

Minbrum documantation ssarched (Classification system followsd by cassificalion symbais)
IPC 7 A6IK

Docomaniation sassched other than minimum docasmeniaiion 1 the sxtend that such documants am includad In the fiaids sesrched

Elnctranic daia bass conssliod during e inlarnadionsl sesrch (wme of deia bese and, whem praciical, aserch larms usad)
EPO-Internal, BIOSIS, MEDLINE

€ DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Culagaey * | Citnion of documant, with indicaion, whars approprisis, of the miovant paseages PRalevant to ciaim No.
Y WO 98 50399 A (RIBI IMMUNOCHEM RESEARCH 1-13,
INC) 12 November 1998 (1998-11-12) 20-32,
39-42,
49-51,
56,61-66
abstract
page 2, 1ine 18 - 11ne 27
page 4, 1ine 27 -page 5, 1ine 28
page 6, 1ine 7 — 1ine 8
example 20
page 76, 1ine 22 -page 88, 1ine 25
page 106, 1ine 5 —page 113
-f—
m Fusther documants are isiad in the continualion of bax C. D Palent family members are dsled in anex.
e "™ i et st e e ettt e
A iered o bo f pater v et e o Understand e principie or theory (nideriying the
mmﬂ""‘"‘ ) v d&nm#ﬂ wlsp when the
0" document relening io an omi disciomss uae, exhibiion or mnmmmwmﬂ such docu-
other means m_-.;nmmmu. parson skiled
v -...;"F-!'F'..'."i,"'&'e"-'_ g de bt & documam member of the same patant tamsly
Dale of the actual compisiion of 1he inlsmafional ssarch Dais of malling of the inlamalional ssarch repost
25 Septeamber 2002 10/10/2002
Nams and maling ackiess of the IBA Authoriad oficer
ﬂmmrnwsma
Td(m-mmnﬂﬁimﬂ. m ¥
Fax $31-70) 40-301 »

Foamn PCTABAR10 {(sacond shest) Liuly 1982)
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Calegory * | Chation of docusiimi, with indicalion, whize spproprikts, of the relsvant paesapes Relavant © claim No.
Y WO 00 60084 A (SMITHKLINE BEECHAM BIOLOG 1-13,
,VINALS Y DE BASSOLS CARLOTA (BE), CORIX) 20-32,
12 October 2000 (2000-10-12) 39-42,
49-51,
56,61-66
page 22, 1ine 6 —-page 23, 1ine 7
page 25, 1ine 7 - 1ine 19
page 26, 1ine 19 - 1ine 27
claims 25,26
Y US 5 980 911 A (CORNER LEIGH AUSTIN ET 1-13,
AL) 9 November 1999 (1999-11-09) 20-32,
39-42,
49-51,
56,61-66
the whole document
Y US 5 679 356 A (BONNEM ERIC M ET AL) 1-13,
21 October 1997 (1997-10-21) 20-32,
cited in the application 39-42,
49-51,
56,61-66
the whole document
Y WO 98 57659 A (SMITHKLINE BEECHAM BIOLOG 1-13,
,BOON THIERRY (BE), SILLA SILVIA (BE), U) 20-32,
23 December 1998 (1998-12-23) 39-42,
49-51,
56,61-66
the whole document
A HAYNES B F ET AL  "HIV type 1 V3 region 14-16,
primer-induced antibody suppression is 33-35,
overcome by administration of C4-¥3 43-45
peptides as a polyvalent imsunogen "
AIDS RESEARCH AND HUMAN RETROVIRUSES
UNITED STATES FEB 1995,
vol 11, no 2, February 1995 (1995-02),
pages 211-221, XP001108967
ISSN 0889-2229
cited in the application
abstract
table 1
—f—
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A

KURODA MARCELO J ET AL  "Analysis of
Gag-specific cytotoxic T 1ymphocytes in
simian immunodeficiency virus-infected
rhesus monkeys by cell staining with a
tetrameric major histocompatibility
complex class I-peptide complex "
JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE,

vol 187, no 9, 4 May 1998 (1998-05-04),
pages 1373-1381, XP002214739

ISSN 0022-1007

cited in the application

abstract

column 2, paragraph 3

LIAO HUA-XIN ET AL  "Induction of
antibodies in guinea pigs and rhesus
monkeys against the human imsunodeficiency
virus type 1 envelope Neutralization of
nonpathogenic and pathogenic primary
isolate simian/human immunodeficiency
virus strains *

JOURNAL OF VIROLOGY,

vol 74, no 1, January 2000 (2000-01),
pages 254-263, XP002214740

ISSN 0022-538X

cited in the application

abstract

page 255, column 2, paragraph 1

W0 99 27944 A (SCHENK DALE B ,ATHENA
NEUROSCIENCES INC (US))

10 June 1999 (1999-06-10)

cited in the application

abstract

page 3, 1ine 18 - 1ine 28

page 14, 1ine 30 - 1ine 34

14,17,
33,36,
43,46

14,18,
19,33,
37,38,
43,47,48

52-55,
57-60
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citad In search repart daie member(s) dme
WO 9850399 A  12-11-1998 US 6113918 A 05-09-2000
AU 740663 B2 08-11-2001
AU 7474798 A 27-11-1998
BR 9809791 A 27-06-2000
CN 1265112 T 30-08-2000
EP 0983286 Al 08~03-2000
HU 0004147 A2 28-04-2001
JP 2002512623 T 23-04-2002
NZ 500938 A 31-05-2002
PL 343205 Al 30-07-2001
US 6355257 Bl 12-03-2002
WO 9850399 Al 12-11-1998
US 6303347 Bl 16-10-2001
US 2002048588 Al 25-04-2002
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EP 1169450 Al 09-01-2002
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US 5679356 A 21-10-1997 AU 4662393 A 31-01-1994
CN 1091978 A 14-09-1994
EP 0651656 Al 10-05-1995
JP 7504683 T 25-05-1995
MX 9304089 Al 31-01-1994
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EP 1001808 Al 24-05-2000
EP 0977589 Al 09-02-2000
JP 2002504135 T 05-02-2002
JP 2002504136 T 05-02-2002
US 6375945 Bl 23-04-2002
W0 9927944 A 10-06-1999 BG 104562 A 31-01-2001
BR 9815357 A 24-10-2000
CA 2312920 Al 10-06-1999
CN 1281366 T 24-01-2001
DE 1033996 T1 07-06-2001
EE 200000379 A 16-04-2001
EP 1033996 Al 13-09-2000
HR 20000443 Al 31-10-2000
W 0100627 A2 28-06-2001
JP 2002502802 T 29-01-2002
ND 20002784 A 31-07-2000
PL 342649 Al 18-06-2001
TR 200001608 T2 23-07-2001
W 9927944 Al 10-06-1999
AU 1706199 A 16-06-1999
ZA 9810932 A 02-07-1999
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(19) Organitzacién Mundial De La Propledad Intelectual
Oficina Internacional

(43) Fecha de Publicaclén Internacional (10) NGmero de Fublicacién Internacional

16 de Mayo de 2002 (16.05 2002) WO 02/38177 A2
(31) Clasifienciéa Internaclonal de Patentes’  AS1K 39/%9,
AG1P 31700, 31/18 35/00 37/00, 25/18 // AGIK 39721
39/00
(21) Némero de Solicitad Internscional PCTAISO1/4694)  (81) Estadas Deslgnados. (racional) AE AG AL AM AT AU AZ, BA
BB BG, BR BY BZ, CA CH CN CO, CR CU CZ DE DK
DM DZ EC EE ES FI GB GD GE GH GM HR, HU ID IL,
(32) Fecka de Presentacitn [nteraaclonal IN IS JP KE KG KP KR KZ LC LK LR L§ LT LU LV
B de Noviembre de 2001 (08 11.2001) MA MD MG MK MN MW MX MZ NO NZ, OM PH PL,
PT RO RU SD SE SG SI SK,SL.TJ TM TR TT TZ UA
. (25) Idioma de Presentacida Inglés UG US UZ, VN YU ZA ZW
(34) Estndos Designndos (regional} Patente ARIPO (GH GM KE LS
(26) Idiema de Publlcacién Inglés MW MZ, 5D SL,SZ TZ UG ZW) Patente euroamiftica (AM AZ,
BY KG KZ MD RU TJ TM), Patente europea (AT BE,CH CY
30) Fecha de Prioridad DE DK, ES Fl FR,GB OR IE IT LU MC NL, PT SE TR)
60/247 100 10 de Noviembre de 2000 (10 1 m) us Patente OAPI (BF BJ CF CG CI CM GA OGN, GQ GW ML,
60/330,345 18 da Octubre de 2001 (13 02001) US MR NE SN TD TQ)
(71) Solicdtante (para todos los Estados designados excepio
AMI.IuCAﬁ" CYANAMID comm'n’v [US/US] ll,J?l Publicads
C 16n del Esmndo de Maine Five Gualds Farms — 2in reporte de bisqueda internacional y para ser vuelta a
Madison NJ 07940 (US) publicar en la recepcidn de eve reporte.
(72) laventor e Para las cddigoy de dos letrax y otras ahreviaciones, referirze a lax “Noiay de

(75) Investor/Solleltante (inicomente para US) HAGEN, Guia sobre Cédigos y Abrevinciones aparecen al principlo de cada
Michael [CA/US] 12 Summit Oaks Pittaford NY 14534 WrWdckJ;umaNM' ™
(Us)

(74) Ageates GORDON, Alan, M y colsboradores Amencan Home

Products Comporstion Departamento de Derecho Paientano, 5
Giralda Farms, Madison NJ 07940 (US).
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hinfocina tal como un facior de estimulacién de colomas de granulocitos y macréfagos o mterleucina 12 es dnl como una combinacién adyuvante en una
composicidn antigénica para sumentar la reypuesia iInmune en un hospedero vericbrado a un antigeno seleciamade.
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O el representante comin
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AMERICAN CYANAMID COMPANY
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Funcionario autonzado
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United States of America ~Facelmile No.
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United States of America
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m

[] the nettonaity [[] the residence
State of Nationallty | State of Resldence |
us us
[ Telephone No.
"~ Facaimie No.
LT.U.DI’IM No.

[ ] the designated Offices concerned
EI the slected Offices conosmad

[] other

The intemationsl Bureau of WIPO
54, chemin des Colombetiss

1211 Gansva ), Switzeriand

| receimne beo. {s1-22) 7w [ ]

Authorized officer
Carine SEVILLANO (Fax 022 338 87{40)

I—--p-uh-‘&‘-‘- ::;m::: 1

Form PCT/AB/308 (March 1884}



FORMULACIONES DE COMBINACION DE ADYUVANTES
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5 El uso de un compuesto de fosfato de
aminocalquil-glucosamina, o un derivado o andlogo del
mismo, en combinacién con una citocina o linfocina
tal como un factor de estimulaciébn de colonias de
granulocitos y macrb6fagos o interleucina-12, es Gtil

10 como una combinacién adyuvante en una composicién
antigénica para aumentar la respuesta i1nmune en un

hospedero vertebrado a un antigeno seleccionado
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FORMULACIONES DE COMBINACION DE ADYUVANTES

Campo de la Invencidén

Esta invencién se refiere al uso de un
compueeto de fosfato de aminocalquil-glucosamina, o un
derivado o anilogo del mismo, en combinacién con una
citocina o linfocina, en particular un factor de
estimulacién de colonias de macréfagos y granulocitos
0 interleucina-12, como una formulacién de adyuvantes
en una composicifn antigénica o inmunogénica para
aumentar la 1respuesta inmune a un antigeno

seleccionado en un hospedero vertebrado

Antecedentes de la Invencisn

El sistema inmune utiliza una variedad de
mecanismos para atacar agentes patégenos Sin
embargo, no todos estos mecanismos son activados
necesariamente después de la inmunizacién La
inmunidad protectora inducida por la inmunizacidén es
dependiente de la capacidad de 1la composicitn
inmunogénica para producir la respuesta inmune
apropiada para resistir o eliminar el agente
patégeno Dependiendo del agente patSgeno, esto puede
requerir una respuesta inmune mediada por células y/o
humoral

El presente paradigma para el papel de las
células T auxiliares en el sistema inmune es gque las
células T pueden ser separadas en subconjuntos en
base a las citocinas que é&stas producen, y que el

distinto perfil de citocinas observado en estas
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células determina su funcién Este modelo de células
T incluye dos subconjuntos principales cé&lulas TH-1
que producen interleucina-2 (IL-2) e interferSn gama,
el cual aumenta las respuestas 1nmunes tanto
celulares como humorales (anticuerpos), y células TH-
2 gque producen interleucaina-4, interleucina-5 e
interleucina-10 {(IL-4, IL-5 e IL-10,
respectivamente), que aumentan las respuestas
inmunes, humorales (entrada 1 de la bibliografia)

Frecuentemente es deseable aumentar la
potencia inmunogénica de un antigeno a fin de obtener
una respuesta inmune mi&s fuerte en el organismo que
es 1nmunizado y fortalecer 1la resistencia del
hospedero al agente que lleva el antigeno En algunas
sirtuaciones, es deseable cambiar la respuesta inmune
de una respuesta predominantemente humoral (TH-2) a
una respuesta celular (TH-1) y humoral (TH-2) més
balanceada

Una respuesta celular involucra la
generacién de una respuesta de CTL CD8+ (linfocitos T
citotbxicos) Esta respuesta es deseable para el
desarrolle de composiciones inmunogénicas contra
agentes patSgenos intracelulares La proteccién
contra una variedad de agentes patfgenos requiere
respuestas fuertes de las mucosas, altos titulos en
el suero, induccién de CTL y respuestas celulares,
vigorosas Estas respuestas no han sido
proporcionadas por la mayorfia de preparaciones de
antigenos, 1inclusive las composaiciones inmunogénicas

de subunidades convencionales Entre estos agentes
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patégenocs estd el virus de inmunodeficiencia humana
(HIV, por sus siglas en inglés)

De esta manera, existe la necesidad de
desarrollar formulaciones de composiciones
antigénicas que sean capaces de generar respuestas
inmunes tanto humorales como celulares en un

hospedero vertebrado

Breve Descripcién de la Invencidn

Por consiguiente, es un objetivo de esta
invencién utilizar formulaciones de combinacién de
adyuvantes en composiciones antigénicas que contienen
un compuesto de fosfato de amincalquil-glucosalina
(AGP), o un derivado o anfilogo del mismo, combinado
con una citocina o linfocina, en particular un factor
de estimulacién de colonias de granulocitos vy
macr6fagos particular (GM-CSF, por sus siglas en
inglés) o interleucina-12 (IL-12), o un agonista ©
antagonista para la citocina o lainfocina En
particular, el AGP es 2-desoxi-4-0O-fosfono-3-0-[(R)-
3-tetradecanoioxitetradecanoil] -2-[(R) -3~
tetradecanocioxitetradecanoilamino] -p-D-
glucopiranosida) de 2-[(R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanoilamino] etilo, el cual
también es conocido como 529 (antiguamente conocido
como RC529)

Un adyuvante es una sustancia que aumenta la
respuesta inmune cuando se administra junto con un
inmunégeno © antigeno La formulacién adyuvante de

esta 1invencién se administra con un antigeno

20
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seleccionado en una composicién antigénica o
inmunogénica Las composiciones antigénicas de esta
invencién aumentan la respuesta inmune a ese antigeno
seleccionado en un hospedero vertebrado El1 antigeno
seleccionado puede ser un polipéptido, péptido o
fragmento derivado (1) de un virus, bacteria, hongo o
pardsito patogénico, o (2) de una célula de céncer o
c€lula de tumor, o (3) de un alérgeno para interferir
con la produccién de IgE para moderar las respuestas
alérgicas al alérgeno, © (4) de una proteina
precursora amiloidea para prevenir o tratar una
enfermedad caracterizada por una deposicién amiloidea
en un hospedero vertebrado En una modalidad de 1la
anvencién, el antigeno seleccionado es de HIV El
antigeno de HIV seleccionado puede ser una proteina,
polipéptido, péptido o fragmento de la proteina de
HIV En una modalidad particular de la invencién, el
antigeno de HIV es un péptido especifico En otra
modalidad de la invencién, el antigeno Bseleccionado
es el péptido P-amiloirdeo (también referido como
péptido AB), el cual es un fragmento interno, 39-43
aminodcidos de la proteina precursora amiloidea (APP,
por Bus siglas en inglés), la cual es generada
mediante el procesamiento de la APP por las encimas -
Yy Y- secretasa

El AGP puede estar presente como una
solucién acuosa, © como una emulsidén estabilizada de
aceite en agua (emulsi6n estable o SE (por sus siglas
en 1inglés)) En una modalidad preferida de la

invencién, la emulsién de aceite en agua contiene

3!
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escualeno, glicerol y fosefatidil-colina En 1la
formulaci6én SE, el ACG se mezcla con la citocina o
linfocina para formar la composicifén antigénica antes
de la administracién La citocina o linfocina no es
requerida para 1introducir 1la emulsién En wuna
modalidad preferida de la invencién, el AGP estd en
la forma de SE La composicifn antigénica puede
comprender ademds un diluyente o portador

La invencién también se dirige a métodos
para incrementar la capacidad de una composicién
antigénica que contiene un antigeno seleccionado (1)
de un virus, bacteria, hongo o pardsito patogénico
para producir la respuesta inmune de un hospedero
vertebrado, o (2) de un antigeno de céncer o antigeno
asociado con tumores de una célula de clncer o célula
de tumor para producir un efecto anticancerigeno
terapéutico o profiléctico en un hospedero
vertebrado, o (3) de un alérgeno para interferir con
la produccién de IgE para moderar las respuestas
alérgicas al alérgeno, o© (4) de una molécula o
porcién de la misma Qque representa aquellas
producidas por un hospedero (una molécula misma) de
una manera indeseada, una cantidad o ubicacién para
reducir ese efecto 1ndeseado, mediante la inclusidn
de una cantidad adyuvante, efectiva de una
combinacién de wuna citocina o© linfocina, en
particular un AGP con GM-CSF o 1IL-12, o© un
antagonista o agonista para la citocina o linfocina

La 1invencién también se dirige a métodos

para 1incrementar la capacidad de una composicién
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antigénica que contiene un antigeno seleccionado de
un virus, bacteria, hongo o pardsito patogénico para
producir linfocitoe T citotéxicos en un hospedero
vertebrado al incluir una cantidad adyuvante,
efectiva de una combinacién de una citocina o
linfocina, en particular un AGP con GM-CSF o IL-12, o
un antagonista o agonista para la citocina o

linfocina

Breve Descripcién de las Figuras

La figura 1 —representa los titulos
geométricos promedio de los anticuerpos para el
péptido APl1-42 en ratones transgénicos inmunizados
como sigue grupo 1 - péptido APl-42 mé&s PBS (no
mostrados), grupo 2 - APl-42 mis MPL™-SE- (cuadros),
grupo 3 - péptado APl1-42 m&s MPL™-SE y GM-CSF
(tridngulos), grupo 4 - péptido APl-42 mis 529-SE y
GM-CSF (tridngulos ainvertidos) (cuyo titulo es
"Comparacién de GMT's de Formulaciones de GM-CSF a
MPL-SE sola")

La figura 2 representa los niveles
corticales del ©péptidoc AP total en ratones
transgénicos 1nmunizados con los cuatro grupos
descritos para la figura 1 (cuyo titulo es "Niveles
Corticales del Péptido Abeta total")

La figura 3 representa los niveles
corticales del péptido APl-42 en ratones transgénicos
inmunizadoa con los cuatro grupos descritos para la
figura 1 (cuyo titulo es "Niveles Corticales del

Péptido Abetad42")
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La figura 4 representa la carga amiloidea de
la corteza frontal en ratones transgénicos
inmunizados con los cuatro grupos descritos para la
figura 1 (cuyo titulo es "Carga Amiloidea en 1la
Corteza Frontal")

La fagura 5 representa la carga neuritica de
la corteza frontal en ratones transgénicos
inmunizados con los cuatro grupos descritos para la
figura 1 (cuyo titule es "Carga Nefritica en la
Corteza Frontal")

La figura 6 representa loe niveles de
astrocitosis de la corteza retroesplenial en ratones
transgénicos 1nmunizados con los cuatro grupos
deecritos para la figura 1 (cuyo titulo es "Valores
Promedio de Astrocitosis Cortical Retroesplenial")

La figura 7 representa 1los titulos de
anticuerpos geométricos, promedio de IgG especifaica
para el péptido de HIV C4(E9V)-V3ig sp ©n el suero en
doe grupos de macacoe cynomologoug (cuatro animales
por grupo) Ios animales del grupe 1 fueron
inmunizadosa por la ruta aintranasal con el péptido
C4(E9V)-V3g sp B80lo Los animales del grupo 2 fueron
inmunizados intramuscularmente con el péptido
C4(E9V) -V3g » formulado con 529-SE y GM-CSF Las
flechas indican las i1nmunizaciones en las semanas O,
4, 8, 18 y 23 (cuyo titulo es "Titulo en el Suero de
IgG Ab Especifica para el Péptido C4(E9V)-V3r)

La figura 8 representa 1los titulos de
anticuerpos geométricos promedio, en muestras de

irrigacién cervicovaginal de los mismos animales

3¢
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descritos para la faigura 7 (cuyo titulo es "IgG
Baspecifica para C4-V3 en Muestras de [Lavado
Cervicovaginal")

La figura 9 representa 1los titulos de
anticuerpos geométricos promedio, en muestras de
lavado nasal de los mismos animales descritos para la
figura 7 (cuyo titulo es "IgG Especifica para (C4-V3

en Muestras de Lavado Nasal')

Descripcién Detallada de la Invencidén

Los adyuvantes, citocinas y linfocinas son
compuestos moduladores de 1inmunidad que tienen 1la
capacidad para aumentar y guiar el desarrollo vy
perfil de respuestas inmunes <contra  diversos
antigenos que son pobremente inmunogénicos por s8i
mismos La seleccién apropiada de adyuvantes,
citocinas Y linfocinas puede inducar buenas
respuestas i1nmunes ya eea humorales como celulares
que no podrian desarrollarse en la ausencia del
adyuvante, citocina y linfocina En particular, los
adyuvantes, catocinas y linfocinas tienen efectos
significantes en el aumento de la respuesta inmune a
antigenos de subunidades y péptidos en composiciones
inmunogénicas Su actividad estimuladora también es
benéfica para el desarrcllo de respuestas 1inmunes
especificas para antigenos dirigidas contra antigenos
de proteina Para una variedad de antigenos gue
requieren fuertes respuestas de las mucosas, altos
tituloe en el suero, induccién de CTL y respuestas

celulares vigorosas, las combinaciones de adyuvantes
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y citocinas/linfocinas proporcionan estimulos gque no
son proporcionados por la mayoria de preparaciocnes de
antigenos

Numerosos estudios han evaluado diferentes
formulaciones de adyuvantes en modelos animales, pero
el alumbre (hidréxido de aluminio o fosfato de
aluminio) es actualmente el iinico adyuvante
autorizado para el uso difundidoc en humanos Otro
adyuvante es Stimulon™ QS-21 (QS-21) (Antigenics Inc
Framaingham, MA (2)) Un grupo de adyuvantes,
emulsiones estables, que consisten de diversas
combinaciones de agua en aceite o aceite en agua, ha
recibido atencién considerable por su habilidad para
aumentar la potencia de la 1nmunidad Estas
formulaciones consisten generalmente de diversas
combinaciones de aceites metabolizables o inertes que
actian para estabilizar y depositar el antigeno en el
si1ti1o0 de 1inyeccién Uno de tales adyuvantes es el
adyuvante incompleto de Freund (IFA), el cual incluye
aceite mineral, agua y un agente emulsionante El
adyuvante completo de Freund (CFA) es 1IFA mis
micobacterias neutralizadas con calor Un problema
particular en el uso de estos tipos de adyuvantes ha
sido la irritaci6n asociada con el sitio de 1la
inyeccibn, frecuentemente el resultado de
infiltraciones de células mononucleares que causan
lesiones granulomatosas Por lo tanto, otros
compuestos y formulaciones estin siendo 1investigados
como adyuvantes potenciales

Un grupo de tales compuestos son los



10

15

20

25

30

11

compueatoe de fosfato amincalquil-glucosamina (AGPs),
los cuales son descritos en la patente norteamericana
nimero 6,113,918, por ejemplo en la columna 2, linea
l4-columna 3, linea 38, la cual es incorporada por
este acto a manera de referencia (3) Los AGPs tienen
un grupo aminoalquilo (aglacon), el cual esté
enlazado por un glicésido a una 2-desoxi-2-amino-a-D-
glucopiranosa (glucosamina) para formar la estructura
bdsica Los sustituyentes adicionales incluyen la
fosforilacién del carbono 4 o 6 en el anillo de
glucosamina y tres residuos 3-alcanciloxialcanoilo

Uno de tales AGP es el compuesto designado
529 ({(cuyo nombre quimico completo es 2-desoxi-4-0-
fosfono-3-0- [ (R) -3-tetradecanoioxitetradecanoil] -2-
[(R) -3-tetradecanoioxitetradecanoilamino] -p-D-
glucoparanosida) de 2-[(R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanoilaminoletilo, el cual es
producido por Corixa (Hamilton, MT)

Corixa también ha formulado una formulacién
de aceite en agua metabolizable la cual, cuando se
combina con 529, da por resultado la formacién de una
emulsién estabilizada designada 529-SE La emulsién
estabilizada es generada a través de la
microfluidizacién de 529 con aceite de escualeno,
glicerol y fosfatidil-colina La formulacién actual
es una emulsiébn microfluidizada de calidad GMP Las
emulsiones que contienen 1% de aceite (aunque Be
pueden utilizar otras concentraciones) se describen
en los experimentoe posteriormente

La 529-SE no dio por resultado una patologia

3T
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de tejido grueso discernible cuando se administrd por
la ruta subcuténea en ratones Balb/c o Swiss-Webster

Una emulsién estabilizada que contiene los mismos
componentes, pero sin 529 también fue generada para
propbsitos comparativos Especificamente, la
inmunizacién subcutinea con wuna versidn de 39
aminodcidos con la cisteina suprimida (-Cys) de un
péptido de HIV de 40 aminodcidos T1SP10OMN(A) (el cual
carece del residuo de cisteina en el niimero de
aminodcido 17 del péptido de 40 amino&cidos (+Cys)),
o con APl-42 (un fragmento internoc de 42 amino&cidos
de APP), cada unc formulado con la combinacién de
adyuvantes 529-SE y GM-CSF, no dio por resultado
inflamacidn, rojez, hinchazén o endurecimiento
dicernibles

Dentro del alcance de esta invencifén también
estdn los derivados y andlogos de 529 y otros AGPs
Tales compuestoe incluyen, pero no estd limitados a
los compuestos descritos en la patente norteamericana
nGmero 6,113,918 (3)

La incorporacidn de citocinas y linfocinas
en las composliciones inmunogénicas ha sido
prometedora para la expansifn y aumento del potencial
de composiciones inmunogénicas (4) Se ha demostrado
que la citocina interleucina-12 (IL-12) evoca Yy
aumenta la inmunidad mediada por células, a través de
un cambio en la expansién del subconjunto de células
T auxiliares hacia un perfil de citocinas Thl (es
decir, a la subclase IgG2 en el modelo de ratén) (5-

7) En los ratones, se ha mostrado que la IL-12 de
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murino recombinante aumenta un perfil de respuesta
inmune dominado por Thl (4)

IL-12 es producida por una variedad de
células presentadoras de antigenos, principalmente
macréfagos y monocitos Es un elemento critico en la
induccién de células TH1 de células T naturales o no
sometidas a experimentaciém Se ha moetrado que la
produccién de IL-12 o la capacidad para responder a
esto es critica en el desarrollo de respuestas
similares a TH1 protectoras, por ejemplo, durante las
infecciones parasiticas, mis notablemente
Leishmaniasis (8), asi como también en el aumento de
la respuesta inmune mediada por células a un antfigeno
de una bacteria o virus patogénico (9) o de una
célula de cdancer (10) Los efectos de 1IL-12 son
mediados en gran parte por el interferfn-gama
producido por las células NK y células auxiliares T
El interferén gama es critico para la induccién de
anticuerpos de IgG2a para los antigenos de proteina
dependientes de T (11) y las respuestas de IgG3 a los
antigenos independientes de T (12) La IL-12,
originalmente llamada factor estimulador de células
eliminadoras naturales, es una citocina
heterodimérica (13) La expresién y aislamiento de la
proteina IL.-12 en las células hospederas
recombinantes se describe en la solicitud de patente
internacional publicada WO 90/05147 (14)

Otra citocina que mantiene una promesa
potencial como un adyuvante es GM-CSF GM-CSF es un

tipo particular de factor estimulador de colonias
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(CSF, por sus siglas en 1inglés) Los CSFs Bon una
familia de linfocinas que 1inducen las células
progenitoras encontradas en la medula 6sea para
diferenciar en tipos especificos de células de sangre
maduras Como se describiera en la patente
norteamericana nGmero 5,078,996 (15), la cual es
incorporada a manera de referencia por este acto, GM-
CSF activa los macréfagos o© monocitos precursores
para mediar la actividad tumoricida no especifica La
secuencia de nucledtidos que codifica el gen GM-CSF
de humano ha sido descrita (15) Un plé&smido que
contiene el ADNc del GM-CSF ha sido transformado en
E coli y ha sBido depositado en la American Type
Culture Collection (ATCC) , 10801 University
Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, bajo el NGmero de
Acceso 39900 Comc 8e describiera en la patente
norteamericana nlimero 5,229,496 (16), la cual se
incorpora a manera de referencia por este acto, el
gen GM-CSF también ha sido insertado en el plasmado
de expresidén de levadura y depositado en la ATCC bajo
el NGmero de Acceso No 53157 Ademis, como se
describiera en la patente norteamericana nlimero
5,073,627 (17), la cual se 1incorpora a manera de
referencia por este acto, una secuencia de ADN dque
codifica los sitios de glicosilacién que tienen GM-
CSF removidos fue depositada en la ATCC bajo el
N(Gmero de Acceso 67231

Se ha mostrado que GM-CSF sobre-regula las
moléculas de proteina en células gque presentan

antigenos conocidas para aumentar las respuestas
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inmunes (18) y para afectar la secrecién de Ig en
células B de murino purificadas por clasificacibn
(19) El1 GM-CSF también ha sido descritc como un
adyuvante para las composicicnes inmunogénicas (20)

Se ha mostrado que otras citocinas ©
linfocinas tienen actividad moduladora de 1inmunidad
que aincluyen, pero no estdn limitadas a, lase
interleucinas l-alfa, 1l-beta, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10,
13, 14, 15, 16, 17 y 18, los interferones-alfa, beta
y gama, factor de estimulacién de colonias de
granulocitos y factores de necrosis tumorales alfa y
beta

Las secuencias biolégicas asociadas con 1la
actividad de citocina o lanfocina son de interés con
relacién a la administracién sistémica de cualquier
citocina o linfocina Adicionalmente, los efectos de
citocina o© linfocina relacicnados con el desarrollo
de las respuestas i1nmunes especificas para antigenos
deben ser aumentados 81 se mantienen las
concentraciones locales de citocinas o linfocinas

Las concentraciones del lipado A
monofosforilo 3-0-desacilado o el lipido A
monofosforile con GM-CSF o IL-12 han sido evaluadas,
ge observé el aumento de diversos parametros de
respuesta inmune (21)

La invenciédn descrita en este texto
demuestra que, a través de la combinacifn de un
antfgeno, seleccionado de un adyuvante de citocina o
linfocaina, Y el segundo adyuvante, un AGP

(preferiblemente una emulsién metabolizable,
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estable), las respuestas i1nmunes especificas para el
antigeno son aumentadas

Los antigenos seleccionados para la
inclusién en las composiciones antigénicas de esta
invencién comprenden péptidos o polipéptidos
derivados de proteinas, proteinas, asi como también
fragmentos de cualquiera de los sigulentes
sacidridos, proteinas, poli- u oligonucleétidos, u
otros componentes macromoleculares Como se utiliza
en este texto, un “péptido” comprende una serie de al
menos tres aminodcidos Yy contiene al menos un
determinante o eplitopo antigénico, mientras que un
“polipéptido” es una molécula mis grande gque un
péptido, pero no constituye una proteina de longitud
completa Estos péptidos, polipéptidos © proteinas
pueden ser conjugados a una proteina no regulada, tal
como toxoide de tétanos o toxoide de difterra Como
se utiliza en este texto, un *“fragmento” comprende
una porcién, pero menos de la totalidad de un
sacirido, proteina, poli- u oligonuclebtido, u otros
componentes macromoleculares En el caso del HIV, las
composicicones antigénicas de esta 1invencién ademis
comprenden proteinas de HIV de longitud completa

La invencién es ejemplificada primero en un
s1stema de modelo que utiliza antigenos de péptidos
derivados del HIV Estos péptidos son descritos o los
derivados de las patentes norteamericanas niimeros
5,013,548 (22) y 5,019,387 (23), las cualeas son
incorporadas por este acto a manera de referencia y

ahora son resumidas Estos péptidos comprenden
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secuencias de aminodcidoe dque corresponden a una
regi6n de la proteina de envoltura del HIV contra la
cual se producen los anticuerpos neutralizantes y las
respuestas de células T

El HIV es un retrovirus de humano el cual es
el agente acusante del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) El1 HIV infecta los lainfocitos T del
gistema 1nmune al atacar su glucoproteina de
envoltura externa para la molécula CD4 (T4) en 1la
superficie de leos linfocitos T, utilizando de esta
manera la molécula CD4 (T4) como un receptor para
entrar e infectar las células T Los intentos para
inducir una respuesta inmune protectora especifica
para la infeccién del HIV a través de la inmunizacién
ha encontrado un éxito muy limitado En la
actualidad, una variedad de planteamientos estén
siendo perseguidos en un intento para determinar una
estrategia efectiva y protectora para el desarrollo
de composiciones inmunogénicas Estas incluyen el uso
de vectores bacterianos atenuados y recombinantes gque
expresan epitopos antigénicos del HIV (24),
adenovirus recombinantes (25) o vectores de virus
vacinia (26), 1i1inmunizacién de ADN (27) y péptidos
sintéticos que contienen diversos epitopos de células
T y B del HIV (28)

Se ha mostrado que 1la glicoproteina de
envoltura externa del HIV gpl20 es capaz de inducir
la neutralizacién de anticuerpos en el hombre Se ha
mostrado que la proteina recombinante PBl, la cual

codifica aproximadamente una tercera parte de la
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molécula completa gpl20, aincluye la parte de la
proteina de envoltura que induce la formacibn de
anticuerpos neutralizantes Sin embargo, los estudios
en chimpancés demostraron que ni gpl20 intacta ni PBl
son capaces de 1i1nducir la produccibén de altos titulos
de anticuerpos neutralizantes

Los péptidos cortos fueron sintetizados por
métodos convencionales loe cuales corresponden a los
determinantes antigénicos de gpl20 y generan una
respuesta de anticuerpos contra gpl20 que neutraliza
el virus e induce la respuestas de auxiliares T y CTL
contra el virus

Uno de tales péptidos es el péptido HIV-1luy
que contiene multiepitopos C4/v3 designado
T1SP1OMN({(A) (+Cysa), Yy una variante con la cisteina
suprimrda TI1SP1OMN(A) (-Cys) Estos péptidos incluyen
los epitopos Th, Term. Y B, los cuales no 1inducen los
anticuerpos los cuales interfieren con la unién de
CD4 Previamente, se ha demostrado que estos péptidos
de HIV C4/V3 son candidatos prometedores para 1la
induccién de respuestas inmunes cuando se administran
con CF4 o adyuvantes similares a CFA (29-34) Se ha
mostrado previamente que estos péptidos contienen
epitopos que evocan las respuestas de células Th CD4+
Th tanto en ratones como humanoe y que contienen
tanto un determinante neutralizante principal como un
sitio el cual es reconocido por CTL CD8+ tanto en los
ratones Balb/c como en humanos que son HLA B7+ El
péptido de 39 aminoécidoe ha demostrado recientemente

tanto ainmunogenicidad como seguridad en pacientes
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infectados con HIV (28)

El péptido T1SP1OMN(A) (+Cys) tiene la
siguliente secuencia de 40 amino&cidos
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyxr Ala Cys Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys
Arg Ile His Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr
Lys (31) (SEC ID NO 1)

El péptido T1SP10OMN{A) (-Cys) ha sido
sintetizado sin la cisteina en la posicién 17 y tiene
la siguiente
secuencia de 39 aminodcidos
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys Arg
Ile His Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr Lys
{(SEC ID NO 2)

Este residuo de cisteina estd localizado
fuera de loe epitopos funcionales reconocidos por las
células Th, CTL o células B Otros péptidos de HIV de
diversas regiones del genoma viral son descritos en
la patente norteamericana nGmero 5,861,243 (35),
patente norteamericana nGmero 5,932,218 (36), patente
norteamericana ntmero 5,939,074 (37, patente
norteamericana namero 5,993,819 (38), patente
norteamericana nidmero 6,037,135 (39), solicitud de
patente Europea publicada NGmero 671,947 (40), y la
patente norteamericana ndmero 6,024,965 (41), las
cuales también 8son 1ncorporadas a manera de
referencia

Tambi1én se utiliza un conjugado de péptidos

de 28 aminodcidos designado ST1/pllC El conjugado
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consiste de un péptido auxiliar T derivado de SIV env
de 16 aminodcidos designado ST-1, conjugado a un
péptido de SIV mac 251 Gag de 12 aminodcidos
(aminodcidos 179-190 de Gag) designado pllC (42) El
péptido plilC en la forma terapéutica tiene la
actividad de CTL demostrada en monos rhesus Mamu-A*0l
infectados con SIV mac (43) El conjugado del péptido
ST1-pilC tiene la siguiente secuencia de aminodcidos

Arg Gln Ile Ile Asn Thr Trp His Lys Val Gly

Lys Asn Val Tyr Leu Glu Gly Cys Thr Pro Tyr

Asp Ile Asn Gln Met Leu (SEC ID NO 3)

También se utiliza un conjugado de péptidos
de 39 aminodcidos designado C4-V3ig ¢p (44) La regién
C4 de este conjugado de péptidos (16 amino&cidos) es
derivada de la cuarta regién constante de la proteina
de envoltura HIV-1l y representa un epitopo auxiliar T
universal La porcién V3 del péptido (23 aminoécidos)
se deriva de la tercera regifn hipervariable de 1la
proteina de envoltura de HIV-1 y representa un
determinante neutralizador critico El conjugado C4-
V3ige ¢p tiene la siguiente secuencia de aminodcidos

Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly

Lys Ala Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn

Thr Arg Glu Arg Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg

Ala Phe Tyr Ala Arg Arg (SEC ID NO 4)

El antigeno del HIV puede ser una proteina,
polipéptido, péptido o fragmento derivado de 1la
proteina La proteina puede ser una glicoproteina tal
como gp4l, gpl20 o gpléo Alternativamente, 1la

proteina puede Ber una proteina codificada por genes
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tales como gag, pol, vif, rev, vpr, tat, nef o env
Los péptidos derivados de tales proteinas contendrén
al menos un determinante antigénico (epitopo) al
menos sels aminodcidos de longitud

La respuesta inmune a un péptido de HIV
puede ser aumentada al enlazar de manera covalente
(conjugar) el péptido a una molécula portadora
farmacéuticamente aceptable Ejemplos de tales
moléculas portadoras adecuadas incluyen toxoides de
tétanos, toxoides de difteria, hemocianina de lapa
californiana y otros péptidos que corresponden a los
epitopos de células T de la glicoproteina de HIV
gp120

Actualmente se percibe que una estrategia
exitosa para la inmunizacidén contra el HIV necesitara
producir una i1nmunidad de mucosas al HIV, asi como
también una buena respuesta de CTL En un estudio
reciente en murinos utilizando el péptido multi-
epitopos TI1SP1OMN(A) y un adyuvante de mucosas,
toxina de c6lera, se moetré que la 1inmunizacidn
intranasal 1indujo la neutralizaciédn de anticuerpos de
IgGl en el suero (45) Un estudio subsiguiente gque
también utiliza péptidos de asa HIV-V3 demostrd la
induccién del anticuerpo IgA sintetizado en mucosas y
fuertes respuestas mediadas por células, que incluyen
CTL especifico para el péptido (46) El papel
funcional de 1los altos titulos de anticuerpos
sistémicos y neutralizantes en la prevencién de, o
estabilizacién de, aindividuos infectados con HIV es

desconocido, aunque se cree que los altos titulos de
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anticuerpos especificos para el virus son importantes
en la prevencién de la propagacién del virus

En una modalidad preferida de la invencibn,
se formula una emulsidén estable de aceite en agua la
cual contiene 529, el cual luego es mezclado con las
citocinas IL-12 o GM-CSF Los datos presentados
posteriormente demuestran gque la combinacién de 529
mis GM-CSF da por resultado altos titulos de
anticuerpos en el suero neutralizantes de HIV ILa
combinacién de 529-SE y GM-CSF induce altos titulos
de anticuerpos de IgG especificos para el antigeno,
que 1incluyen las subclases tanto IgGl e IgG2a, en la
b&6veda vaginal de ratones hembras inmunizados La
inmunizacifn de ratones con el péptido T1SP1OMN(A) (-
Cys) formulado con 529-SE y GM-CSF indujo una fuerte
respuesta inmune celular determinada por la
proliferacién y secrecién celular especifica para el
antigeno aumentada en el cultivo de citocinas, asi
como también la i1induccién de respuestas de CTL
especificas para el péptido Se observaron resultados
similares cuando los ratones fueron inmunizados con
el péptido ABl1-42 de APP con un 529-SE y GM-CSF

Generalmente, la formulaci6n de
antigeno/adyuvante de 529 o 529-SE combinado con GM-
CSF o IL-12 y un péptideo o proteina de la seleccién
induce altos titulos del anticuerpo neutralizante del
virus y especifico para el antigeno, un cambio
significante en la relacién de subclases de IgG a una
proporcién mis grande de anticuerpos de IgG fijadores

de complemento (a favor de IgG2a en ratones), la
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produccién elevada de citocinas y la proliferacibn
celular de células mononucleares en respuesta a la
estimulacién de antigenoe in vitro BEsas propiledades
no se observaron con las formulaciones del antigeno y
SE en ausencia de 529, ya sea con o sin GM-CSF o IL-
12 Las formulaciones de esta invencién también
inducen buenas respuestas celulares determinadas a
través de la induccibn de CTL

Un beneficio de 1la 529-SE es gque la
formulacién no induce la acumulacién de granulomatosa
e inflamacién en el sitio de la inyeccidn, estas
reacciones en el gsitio de 1inyeccid$n son inducidas
tipicamente por las formulaciones adyuvantes de agua
en aceite o aceite en agua

Se condujo un experimento para comparar la
administracién del péptido del HIV T1SP10MN(A) (-Cys)
con 529-SE sola, o con 529-SE mis IL-12, o 529-SE més
GM-CSF

En este experimento {(tabla 1
posteriormente), los ratones Balb/c inmunizados por
la ruta subcutdnea con el ©péptido del HIV
T1SP10MN (A) (-Cys), formulado con 529-8SE, produjeron
titulos de IgG en el suero especificos para el
péptido despuée de tUnicamente dos 1inyecciones Los
titulos de las subclases IgGl e IgG2a también se
produjeron La inclusién de un segundo adyuvante, ya
sea GM-CSF o IL-12, incrementé los titulos totales de
IgG, asl como también los titulos de la subclase
IgGl La adicién de IL-12 incrementd el titulo de la

subclase IgG2a, la adicién de GM-CSF no incrementé el
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titulo de la subclase IgG2a

En otro experimento, como una medida de la
inmunidad mediada por células funcionales, se valord
la capacidad de las células del bazo de ratones
inmunizados con 529-SE o 529-SE mAs IL-12, o 529-SE
mis GM-CSF, formulado junto con el péptido de
miltiples epitopos T1SP1OMN{(A) (-Cyse) para generar
respuestas de CTL especificas para HIVyy

Como se muestra en la tabla 2, las células
del bazo de ratones inmunizades con cualquiera de los
adyuvantes demostraron baja actividad hacia las
células objetivo que fueron ya sea no etiquetadas o
etiquetadas por impulsos con el epitopo irrelevante
de CTL IIIB La lisis de célulae objetivo mediada por
CTL especifica para HIVyw 8se aumenté marcadamente
cuando se administr§ 529-SE miés IL-12 comparado con
529-SE sola y aumento aun adicionalmente cuando se
administré 529-SE mis GM-CSF (tabla 2)

En aun otro experimento, los monos rhesus
fueron inmunizadoe con los péptaidos ST1-pllC o C4-
V3gs s» € IFA o0 529-SE mAs GM-CSF (grupos mostrados en
la tabla 15) Los resultados de 1los andlisis se
muestran en la tabla 16-22 y ahora son resumidos

La formulacién del péptido ST-pllC misma
parecié ser bien tolerada en todos los animales
sometidos a prueba Sin embargo, se observaron
reactividades significantes en el sitio de inyeccibdn
con el adyuvante IFA Ademfds, Bse observaron efectos
adversos menores, posibles de la formulacaién de

adyuvantes 529-SE/GM-CSF inmediatamente después de la

vy
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inmunizacién final La formulacién del péptido ST1-
pllC que contenfia IFA fue capaz de 1inducir una
potente respuesta inmune celular especifica para plicC
en uno de dos monos rhegus positivos de Mamu-A*0l
sometidos a prueba La formulacién del péptido ST1-
pllC que contenia 529-SE/GM-CSF también fue capaz de
anducir una respuesta inmune celular especifica para
pllC en unoc de dos monoe rhesus positivos de Mamu-
A*01l sometidos a prueba

La formulaci6n del péptido C4-V3g ¢r que
contenfa IFA fue capaz de generar titulos de
anticuerpos ELISA en el plasma miximos en el rango de
1 25,600 - 1 102,400 vy titulos de anticuerpos
neutralizadores en el suero contra SHIVage ¢ Y SHIVge 6p
La formulacién del péptido C4-V3g ¢p que contenia 529-
SE/GM-CSF fue capaz de generar titulos de anticuerpos
ELISA en el plasma miximos en el rango de 1 6,400 -
1 12,800 y bajos niveles de respuesta de anticuerpos
neutralizadores para SHIVg ¢, pero no para SHIVgs 6p

Dado el pequefic nGmero de animales por grupo
(dos), es diffcil sacar conclusiones concretas Sin
embargo, el nivel de respuesta inmune, tanto humoral
como celular, generada tanto por formulaciones de
péptido que contenian 529-SE/GM-CSF fue
cuantitativamente inferior que la respuesta 1inmune
observada en animales auxiliados con IFA Siempre se
debe observar que IFA no es un componente aprobado en
las composiciones para el usc comercial en humanos
Ademis, existe alguna evidencia limitada que las

propiedades funcionales y el fenotipo (ea decar
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perfiles de citocinas) de 1las células sensibles
podria ser diferente dependiendo de la formulacidn
adyuvante utilizada

En aun otro experimento, los animales de una
sequnda especlie de praimates, macacos cynomologous,
fueron i1nmunizados con el péptido C4-V3g ¢p que habia
g1do modificado al cambiar el &cido glutdmico en el
residuo de aminodcido 9 a valina El conjugado de
péptidos resultante designado C4 (E9V)-V3g gp tlene la
siguiente secuencia

Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Val Val Gly

Lys Ala Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn

Thr Arg Glu Arg Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg

Ala Phe Tyr Ala Arg Arg (SEC ID NO 5)

Los animales fueron inmunizados con el
péptido C4 (E9V)-V3g sp, Ya sea sin adyuvante o con la
combinacién de 529-SE mis GM-CSF

Los resultados 1indican que el péptaido
C4 (BE9V) -V3g9 gp cuando se administrd mediante inyeccibn
intramuscular en combinacién con 529-SE/GM-CSF
produce titulos de IgG especificos para el péptido
significantemente superiores en el suero que la migma
cantidad del péptido C4(E9V)-V3g ¢p administrado por
la ruta intranasal sin adyuvantes (Figuras 7-9) Los
resultados de este experimento demuestran claramente
que un inmunégeno de péptido de HIV, cuando Bse
administra en combinacién con la combinacién
apropiada de adyuvantes, es capaz de producir
inmunidad humoral, sistémica

Las composiciones inmunogénicas deaseables

L
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para prevenir o tratar una enfermedad caracterizada
por la deposicién amiloidea (una molécula misma) en
un hospederc vertebrado, el cual contiene las
combinaciones adyuvantes de esta invencién, incluyen
aquellas que contienen porciones de 1la proteina
precursora amiloidea beta (APP, por sue 8siglas en
inglés) Esta enfermedad es referida variadamente
como enfermedad de Alzheamer, enfermedad de
amiloirdosis o amiloidogénica El péptido P-amiloideo
(tambi1én referido como péptido AP) es un fragmento
interno de 39-43 aminodcidos de APP, el cual es
generado mediante el procesamiento de APP por las
enzimas secretaza fp y v El péptido APl-42 tiene la
giguiente secuencia

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His
His Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser
Asn Lys Gly Ala Ile Ile Gly Leu Met Val Gly Gly Val
Val Ile Ala (SEC ID NO 6)

En algunos pacientes, el depésito amiloideo
toma la forma de wun péptido AP agregado
Sorprendentemente, ahora se ha encontrade que la
administracién del péptido AP aislado 1induce una
respuesta inmune contra el componente de péptido AP de
un depésito amiloideo en un hospedero vertebrado
{47) De esta manera, lLas composiciones 1nmunogénicas
de esta invencifn aincluyen las combinaciones
adyuvantes de esta invencifn mis el péptido AP, asi
como también fragmentos, derivados o© modificaciones
del péptido APf y anticuerpos para el péptido AP o

fragmentos, derivados o modificaciones del mismo Un
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fragmento de este tipo del péptido AP es el péptido de
28 aminoécidos que tiene la siguiente secuencia (48)
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His
His Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser
Aen Lys (SEC ID NO 7)

Otros fragmentos del péptido AP que son de
interés incluyen, pero no est&n limitados a, los
amino&cidos 1-10, 1-7, 1-6, 1-5, 3-7, 1-3 y 1-4, los
cuales pueden ser administrados en una forma no
conjugada, o conjugados a una proteina no
relacionada

Se condujeron una serie de estudios con el
péptido APl-42 y diversos adyuvantes Ahora se
presentarid un resumen de los resultados

En un primer experimento, los ratones Swiss-
Webster inmunizados por la ruta subcuténea en la
regién glitea con el péptido ABl-42 generaron titulos
de anticuerpos de IgG, IgGl e IgG2a especificos para
el péptido generado APl-42, demostrando que el péptido
APl-42 es un antigeno candidato, viable La adicién de
una emulsién estable de GM-CSF 529 y el péptido APl-42
dio por resultado elevados titulos de anticuerpos de
IgG, IgGl e IgG2a en el suero elevados comparados con
los receptores de 529-SE y el péptido APl1-42 (ver
Tablas 3-8) Los anticuexrpos en el suero de los
ratones individuales que recibieron la combinacién de
529-SE mi&s GM-CSF se elevaron en la mayoria de los
casos y se elevaron mids rédpidamente que los ratones
individualee gque recibieron 529-SE sola (datos no

mostrados) Cuando este primer experimento se repitid
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con ratones Swiss-Webster mds viejos (6-8 meses en
lugar de menoe de 3 meses), se observaron resultados
similares a aquellos en las Tablas 3-8 (datos no
mostrados)

En un segundo experimento, los ratones
Swiss-Webster fueron inmunizados por la ruta
subcutinea en la regién gliitea con el péptido APl-42 y
529-SE, con cantidades variantes de GM-CSF Los
titulos a punto final de IgG incrementaron de una
manera dependiente de la dosis cuando la cantidad de
GM-CSF incrementdé (de 0 1 a 1 a 10 pg) (tabla 9) Los
titulos de IgG para todas las combinaciones de 529-SE
mids GM-CSF fueron mis altos que para los grupos gque
recibieron otro adyuvante, QS-21, solo o con GM-CSF
Los titulos de 1la subclase IgGl también fueron
incrementados por los diversos grupos de 529-SE méis
GM-CSF comparados con un grupo que recibid 529-SE més
GM-CSF en una primera dosis y 529-SE sola en una
segunda dosis (tabla 10) Ios titulos de la subclase
IgG2a también se incrementaron por diversos grupos de
529-SE mi&s GM-CSF comparado con el grupo de 529-SE
Bola de una manera dependiente de la doeis (tabla
11)

En un tercer experimento, los ratones Swiss-
Webster fueron inmunizados por la ruta subcutéinea en
la regifén gliitea con el péptido APl1-42 y 529-SE, con o
sin cantidades variantes de GM-CSF Los titulos a
punto final de IgG se incrementaron para los diversos
grupos de 529-SE mis GM-CSF (05 a 2 a 5 a 10 ug),

aunque no de una manera dependiente de la dosis
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(tabla 12) Los titulos de las subclases tanto IgGl e
IgG2a también se incrementaron por los diversos
grupos de 529-SE mi&s GM-CSF comparado con el grupo de
529-SE sola, aunque no de una manera dependiente de
la dosis (tablas 13 [IgGl] y 14 [IgG2a]

En un cuarto experimento, se utilizaron
ratones transegénicos los cuales expresan una forma
variante de la proteina precursora P-amiloidea (APP)
que tiene una mutacién en el residuo 717, con valina
sustituida por fenilalanina (49) Esta mutacifn esta
asociada con la enfermedad de Alzheimer familiar en
humanos Estos ratones transgénicos (designados
ratones PDAPP) desarrollan progresivamente muchas de
las marxcas patoléSgicas de la enfermedad de Alzheimer,
inclusive depésitos de AP, placas neuriticas y
astrocitosis, y de esta manera sirven como un modelo
animal para la enfermedad de Alzheimer en humanos

En este cuarto experimento, los ratones
PDAPP fueron inmunizados por la ruta subcutinea con
el péptido AB1-42 con o sin diversos adyuvantes y en
las dosificaciones mostradas en la tabla A
Especificamente, los ratones del grupo 1 recibieron
el péptido APl-42 con MPL™ (Corixa, Hamilton, MT) en
forma de emulsién estable (SE) comc un control
positivo, los ratones del grupo 2 recibieron el
péptido AP1-42 con MPL™-SE mi&s GM-CSF de murino, los
ratones del grupo 3 recibieron el péptido AB1-42 con
529-SE mis GM-CSF de murino, los ratones del grupo 4
recibieron PBS como un control negativo Los grupos 2

Y 3 exhibieron un incremento mis répido en los
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valores del titulo de anticuerpos anti-Apfl-42 asi como
también un titulo miximo mis alto gque los grupo 1 o
4 Sin embargo, los titulos en los grupos 2 y 3
cayeron nuevamente al titulo equivalente de 1los
controles positivos del grupo 1 dentro de 2-3 meses
(fagura A) Los grupos 1, 2 y 3 mostraron una
disminucién significante de los niveles de AP en el
cerebro medidos por un ELISA (tablas B-C y figuras B-
C), carga amiloidea inferior (tabla D y figura D), y
menos distrofia neuritica (tabla E y figura E),
comparado a los controles negativos del grupo 4 Los
grupos 2 y 3 tuvieron una reduccidén significante en
la astrocitosis comparado a los controles positivos
del grupo 1 (figura 7)

De esta manera, las propiedades adyuvantes
de 529-SE y GM-CSF o IL-12 parecen ser sinergistas
cuando se formulan conjuntamente

Las composicionee antigénicas de la presente
invencién modulan la respuesta inmune al mejorar la
respuesta de anticuerpos del hospedero vertebrado y
la 1nmunidad mediada por células después de la
administracién de una composicifn antigénica que
comprende un antigeno seleccionado de un virus,
bacteria, hongo o pardsito patogénico, y una cantidad
adyuvante efectiva de AGP tal como 529 (en una forma
de emulsién acuosa o estable) combinado con una
citocana o linfocina, en particular GM-CSF o IL-12
Se ha mostrado que otras citocinas o© 1linfocinas
tienen actividad modulatoria inmune, que incluyen,

pero no estén limitadas a, las interleucinas l-alfa,
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l-beta, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 13, 14, 15, 16, 17 y
18, los 1interferones-alfa, beta y gama, factor de
estimulacién de colonias de granulocitos y los
factores de necrosis tumoral alfa y beta

Los agonistas o antagonistas para ciertas
citocinas o© linfocinas también estéin dentro del
alcance de esta invenciSn Como se utiliza en este
texto, el término *“agonista” significa una molécula
que aumenta la actividad de, o funciona de la misma
manera como, las citocinas o linfocinas Un ejemplo
de tal agonista es un imitador de las catocinas o
linfocanas Como se utiliza en este texto, el término
"antagonista® significa una molécula que exhibe o
previene la actividad de las citocinas o linfocinas
Ejemplos de tales antagonistas son el receptor de IL-
4 soluble y el receptor de TNF soluble

Como se utiliza en este texto, el término
*cantidad adyuvante efectiva” significa una dosis de
la combinacién de adyuvantes descrita en este texto,
la cual es adecuada para producir una respuesta
inmune 1incrementada a un antigeno seleccionado en un
hospedero vertebradeo, comparado con un hospedero que
recibe ese antigeno selecciocnado en la ausencia de la
combinacién adyuvante La dosificacién particular
dependerid en parte de la edad, peso y condicién
médica del hospedero, asi como también del método de
administracién y el antigeno En una modalidad
preferida, la combainacién de adyuvantes utilizara 529
en el rango de 0 1-500 ug/dosis, en una modalidad

preferida, el rango es 1-100 ug/dosis Las dosais
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adecuadas son determinadas facilmente por personas
expertas en la técnica Las composiciones antigénicas
de esta invencién también pueden ser mezcladas con
diluyentes o portadores inmunolSgicamente aceptables
de una manera convencional para preparar soluciones ©
suspensiones liquidas, inyectables

Las composiciones antigénicas o
inmunogénicas de esta invencién se administran a un
vertebrado humano © no humano mediante una variedad
de rutas, que incluyen, pero no estln limitadas a,
intranasal, oral, vaginal, rectal, parenteral,
intradérmica, transdérmica, (ver, por ejemplo, 1la
solicitud internacional WO 98/20734 (50) la cual se
incorpora por este acto a manera de referencaia),
intramuscular, intraperitoneal, subcuténea,
intravenocsa e intraarterial La cantidad del
componente o componentes de antigeno de la
composicién antigénica variarid dependiendo en parte
de la identidad del antigeno, asi como también de la
edad, peso y condicién médica del hospedero, asi como
también del método de administraciém Nuevamente, las
dosis adecuadas son determinadas fdcilmente por las
personae expertas en la técnica Es preferible,
aunque no sea requerido, que el antigeno y 1la
combinacién de adyuvantes sean administrados al mismo
tiempo El nGmero de dosis y el régimen de
dosificacién para la composicidén antigénica también
son determinados f&cilmente por las personas expertas
en la técnica En algunos casos, las propiedades

adyuvantes de la combinaciSn de adyuvantes puede
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reducir el nimero de dosis necesarias © el curso de
tiempo del régimen de dosificacibdn

Las combinaciones de adyuvantes de esta
invencién son adecuadas para el usc en composiciones
antigénicas o 1nmunogénicas que contienen una amplia
variedad de antigenos de una amplia variedad de
microorganismos patogénicos, que incluyen pero no
estdn limitados a aquellos de vairus, bacterias,
hongos © microorganismos parasiticos los cuales
infectan vertebradose humanos y no humanos, o de una
célula de céncer o célula de tumor El antigeno puede
comprender péptidos o polipéptidos derivados de
proteinas, asi como también fragmentos de cualquiera
de los siguientes saciridos, proteinas, poli- u
oligonucledtidos, células de céncer o  tumor,
alérgenos, moléculas mismas (tales como proteina
precursora amiloidea), u otros componentes
macromoleculares En algunos casos, mi&s de un
antigeno es incluido en la composicidn antigénica

Las composiciones 1nmunogénicas virales
deseables que contienen las combinaciones de
adyuvantes de esta 1invencidn 1incluyen aquellas
dirigidas a la preservacién y/o tratamiento de una
enfermedad causada por, sin limitacidn, virus de
inmunodeficiencia humana, wvirus de inmunodeficiencia
gimia, virus sincitial respiratorio, virus de
parainfluenza tipos 1-3, virus de influenza, virus de
herpes simple, citomegalovirus de humano, virus de
hepatitis A, virus de hepatitis B, virus de hepatitis

C, virus de papiloma humano, vwvirus de polio,
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rotavirus, calicavirus, virus de sarampién, virus de
parotiditis, virus de rubela, adenovirus, virus de
rabias, virus de moquillo canino, virus rainderpest,
virus metaneuménico de humano, neumovirus en aves
(antiguamente virus de rinotraqueitis en pavos) virus
Hendra, virus Nipah, coronavirus, parvovirus, virus
de rinotraqueitis infecciosa, virus de leucema
felina, virus de peritonitis infecciosa en felinos,
virus de enfermedad bursal infeccioea en aves, virus
de enfermedad Newcastle, virus de enfermedad de
Marek, virus de sindrome respiratorio y reproductivo
en cerdos, virus de arteritis equina y diversos virus
de encefalitis

Las composiciones inmunogénicas,
bacterianas, deseables que contienen las
combinaciones adyuvantes de esta invencién incluyen
aquellas dirigidas a la prevencién y/o tratamiento de
una enfermedad causada por, sin limitacién,
Haemophilus 1influenzae (tanto tipificable como no
tipificable), Haemophilus somnus, Moraxella
catarrhalis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus

Pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus

faecalis, Helicobacter, pylori, Neisgseria
meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia
psittac:, Bordetella pertussis, Alloiococcus

otiditis, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium,
Salmonella choleraesuis, Escherichia coli, Shigella,
Vadrio cholerae, Corynebacterium diphtheriae,

Mycobacterium  tuberculosis, Mycobacterium avium,

6l
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Mycobacterium intracellulare complex, Proteus
mirabilis, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Clostridium tetanai,
Leptospira interrogans, Borrelia burgdorferi,
Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida,
Actinobacillus pleuropneumoniae y Mycoplasma
gallisepticum

Lae composiciones inmunogénicas deseables
contra los agentes patdgenos fungales que contienen
las combinaciones de adyuvantes de esta invencién
incluyen aquellas dirigidas a 1la prevencién y/o
tratamiento de wuna enfermedad causada por, s8in
limitacaién, Aspergillis, Blastomyces, Candida,
Coccidiodes, Cryptococcus e Histoplasma

Lae composiciones 1inmunogénicas deseables
contra parésitos que contienen las combinaciones de
adyuvantes de esta 1invencién 1incluyen aquellas
dirigidas hacia la prevencién y/o tratamiento de una
enfermedad causada por, sin laimitacidén, Leishmania
major, Ascaris, Trichurais, Giard:za, Schistosoma,
Cryptosporidium, Trichomonas, Toxoplasma gondii Yy
Pneumocystis carinii

Las composiciones 1inmunogénicas deseables
para producir un efecto anticancerigeno terapéutico o
profildctico en un hospedero vertebrado, las cuales
contienen las combinaciones de adyuvantes de esta
invencaién, incluyen aquellas que utilizan un antigeno
de cidncer o un antigeno asociado con tumores que
incluye, s8in lamitacién, antigeno especifico de

préstata, antigeno carcino-embriénico, MUC-1, Her2,
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CA-125 y MAGE-3

Las composiciones inmunogénicas deseables
para moderar las respuestas a alérgenos en un
hospedero vertebrado, que contienen las combinaciones
de adyuvantes de esta invencién, incluyen aquellas
que contienen un alérgeno o fragmento del mismo
Ejemplos de tales alérgenos se describen en la
patente norteamericana nfimero 5,830,877 (51) y la
solicitud de patente internacional publicada No WO
99/51259 (52), las cuales se incorporan por este acto
a manera de referencia, incluyen polen, venenos de
insectos, caspa de animales, esporas fungales vy
farmacos (tales como penicilina) Las composiciones
inmunogénicas interfieren con 1la producciédn de
anticuerpos de IgE, una causa conocida de reacciones
alérgicas

Las composiciones inmunogénicas deseables
para moderar las respuestas de las moléculas mismas
en un hospedero vertebrado, las cuales contienen las
combinaciones de adyuvantes de esta ainvencidn,
incluyen aquellas que contienen una molécula misma ©
un fragmento de la misma Ejemplos de tales moléculas
mismas, ademés del péptido AP1-24 descrito
anteriormente, incluyen la insulina de cadena P
involucrada en la diabetes, la molécula G17
involucrada en la enfermedad de reflujo
gastroesofdgico y antigenos los cuales contienen las
respuestas autoinmunes en enfermedades tales como
esclerosis miltiple, lupus y artritis reumatoide

En el caso del HIV y SIV, las composiciones
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antigénicas comprenden al menos una proteina,
polipéptido, péptido o un fragmento derivado de la
proteina En algunos casos, las proteinas miltiples
de HIV o 81V, polipéptidos, péptidos y/o fragmentos
son 1incluidos en la composicifén antigénica

Las formulaciones de combinacién de
adyuvantes de esta invencién también son adecuadas
para la inclusifn como un adyuvante en compogliciones
inmunogénicas de polinuclebtidos (también conocidas
como composiciones inmunogénicas de ADN) Estas
composiciones 1nmunogénicas pueden incluir ademéds
agentes facilitadotes talee como bupivicaina (ver 1la
patente norteamericana nGmero 5,593,972 (53), la cual
ge incorpora por este acto a manera de referencia)

A fin de que esta invencién pueda ser mejor
entendida, se exponen los siguientes ejemplos Los
ejemplos son para el propSsito de 1lustracibdn
Gnicamente y no se deben interpretar como limitrofes

del alcance de la invencién

Ejemplos

Ejemplo 1
Materiales y Métodos

Los Bsiguientes materiales y métodoa se
utilizaron en los experimentos reportados en los

Ejemplos 2-7 a continuacién

Animales

Los ratones hembra Balb/c, edad de 7-9

AV
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semanas, 8se adquirieron de Taconic Farmse, Inc

(Germantown, NY) Los ratones hembra Swies-Webster,
de 7-9 semanas de edad, también se adquirieron de
Taconic Farme, Inc Todos los ratones fueron
alojados en una instalacién aprobada por la American
Association for Accreditation of Laboratory Animal
Care Loe ratones se aclimataron a la instalacién de
alojamiento durante una semana antes del inicio de

loa estudios

Antigenocs

En los experimentoe con HIV de los Ejemplos
2-3 a continuacién, 8se utilizaron dos diferentes
péptidos sintéticos La secuencia del ©péptido
multiepitopos HIV-1-y T1SP1OMN(A) (-Cys) (tamb1én
referido aqui como MN-10) es como sigue
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys Arg
Ile His Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr Lys
(SEC ID NO 2) Este péptido habia 8sido descrito
previamente (33,34), y contiene secuencias de HIV-1
gpl20my que evoca las respuestas de células Th CD4*
en tanto ratones como humanos, un determinante de
neutralizacién principal, y un sitio reconocido por
CD8* CTL en ratones Balb/c El péptido fue
proporcionado por el Dr R Scearce (Duke
Unaiversity, Dairham, NC) Para el andlisis de CTL,
se utilizé un péptido irrelevante designado IIIB
para propSsitos de comparacién Este péptado

corregpondid al epitopo CTL dentro del asa V3 de

65
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HIV-1-117;s (Arg Gly Pro Gly Arg Ala Phe Val Thr Ile
(SEC ID NO 8)), y 8e adquiri6 de Genosys
Biotechnologies 1Inc (The Woodlands, TX) Los
péptidos Be solublilizaron en agua estéril y Bse
diluyeron en amortiguadores apropiados, o medios de
cultivos de células, antes del uso

En los experimentos amiloideos de los
Ejemplos 4-6 y 8 posteriormente, 8e utilizé un
péptido designado APl-42 La secuencia de APl-42 es
como sigue
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val Hais
His Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser
Asn Lys Gly Ala Ile Ile Gly Leu Met Val Gly Gly Val
Val Ile Ala (SEC ID NO 6)

Este péptido ha 8i1do descrito previamente
(47) y corresponde a un fragmento interno de 42
aminodcidos de la proteina precursora amiloidea El
péptido Ap1-42 fue proporcionado por Elan
Pharmaceuticals (South San Francisco, CA} El péptido
se solubilizé en agua estéril y se diluyé en
amortiguadores apropiados, o mediose de cultivo de

células, antes del uso

Adyuvantes

Todas las preparaciones de adyuvantes gque
contienen 529 se obtuvieron de Corixa (Hamailton,
MT) La 529-8E se prepar6 como una emulsién de
aceite en agua (0 8-2 5% de aceite) basada en
escualeno preformulado, que tenia concentraciones

de 529 que variaban (0-50ug/ml) El fosfato de

&R
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aluminico se prepar6 en casa El adyuvante
completo de Freund (CFA) y el adyuvante
incompleto (IFA) se adquirieron de Difco
Laboratories, Detreit, MI Los péptidos

T1SP1OMN(A) y 1los adyuvantes de Freund se
emulsificaron en una relacifén 1 1 utilizando dos
jJeringas enlazadas La IL-12 de murino expresada
de manera recombinante (fue proporcionada por
Genetics Institute (Cambridge, MA) El GM-CSF de
murino recombinante se adquiridé de Biosource
International (Camarillo, CA) como un polvo
liofilizado libre de portadores El1 Stimulon™ Qs-
21 se adquirié de Antaigenics Inc (Framingham,

MA)

Inmunixzaciones

Los ratones fueron inmunizados por la
ruta subcuténea en la regidén glitea, en un volumen
total de 0 2 ml dividido por 1igual en cada lado de
los gliteos Las inmunizaciones se administraron en
intervalos de tiempo variantes, como se indica a
continuacaén Los antfgenos y citocinas se
diluyeron en solucién salina amortiguada con
fosfato a las concentraciones apropiadas y se
formularon con adyuvantes menos de 16 horas antes
de la inmunizacién, bajo condiciones estériles Las
composiciones 1nmunogénicas se mezclaron mediante
agitacién suave y s8e almacenaron a 4°C Las
formulaciones se mezclaron mediante un vértice

inmediatamente antes de la i1nmunizacidn

¢7
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Andlisis de Suero Utilizando Ensayos de

inmunoabsorbentes enlazados a enzimas

Los animales fueron sangrados antes de la
inmunizacién 1inicial y en 1los puntos de tiempo
indicados El anflaisis del suero fue como un promedio
geométrico de los titulos individuales Para el
andlisis de la distribucién de anticuerpos Yy
subclases especificos del péptido de HIV, el péptido
se puspendi6é en ya sea amortiguador de carbonato
(Na;CO; 15mM, NaHCO, 35mM, pH 9 6) o PBS en una
concentracién de 1 xg/ml y se transfirieron a placas
de microtitulo de 96 pocillos (Nunc) en un volumen de
100 1 Después de la incubaciédn durante toda la noche
a 37°C, las placas se lavaron y 8e blogquearon
(gelatina 0 1%/PBS) a temperatura ambiente durante 2-
4 horas Las placas de ELISA se lavaron con
amortiguador de lavado (PBS, Tween'™20 0 1%) antes de
la adicibén de suero diluido en serie (PBS, gelatina
0 1%, Tween™20 0 05%, azida de sodio 0 02%) Después
de una incubacién de cuatro horas, los pocillos se
lavaron y s8e adicionaron diluciones apropiadas de
antiisotipos biotinilados/anticuerpos de subclases
para la incubacifén durante toda la noche a 4°C Los
pocilloe se lavaron y se incubaron con peroxidasas de
ribano picante conjugada con estreptavidina Después
de la incubacién, 1los poclillos se lavaron y se
desarrollaron con ABTS Los pocillos se leyeron a 405
nm Los tituloe se estandarizaron utilizando sueros

de control
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El miemo protocolo fue seguido para el
andliesis de 1la distribuci6n de anticuerpos Yy
subclases especificas para el péptido AB-42, excepto
que se utilizé una concentracién de 0 3 ug/ml por

placa de microtitulo

Preparaciones de células

Para los ensayos de proliferacién y andlisis
de citocina in vitro, se obtuvieron cé&lulas de bazo
de ratones en los puntos de tiempo indicados Las
suspensiones de células individuales se prepararon de
acumulaciones de 3-5 ratones Para la proliferacién y
andlisis de citocinas, las células se suspendieron en
placas de cultivo de 96 pocillos de fondo redondo
previamente revestidas durante toda la noche con
antigenos de péptidos de HIV, proteinas de control o
RPMI-10 {nicamente Las células de Dbazo »se
adicionaron a 5x10° células/pocillo wutilizando un
medio de cultivo que tenia 2x complementos Los
sobrenadantes del cultaivo de células se recolectaron
de los pocillos por triplicado para el andlisis de
citocinas trese o seis dias después del inicio del
cultivo Inmediatamente después de la recoleccién del
sobrenadante, los cultivos se modularon por impulsos
con *H-timidina durante 18-24 horas, y Bse colectaron

para cuantificar la proliferacién de células

Ejemplo 2
Titulos Totales y de Subclases a Punto Final de IgG

ant1-T1SP1OMN (A) (-Cys) Reciprocos
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Se midieron los titulos de subclases de IgG
a punto final reciprocos del suerc acumulado (n=5
Babl/c) c¢inco semanas después de la inmunizacién
inicial, dos semanas después de 1la 1inmunizacidn
secundaria Los ratones fueron inmunizados por la
ruta subcutfnea en la regifn gliitea con 25 g de
T1SP10OMN (A) (-Cys), con un total de 0 2 ml diwvadado
por i1igual en dos inyecciones de 0 1 ml en cada lado,
en la semana 0 y la semana 3 La 529-SE se diluyd
para crear una emlsién gque contenia aceite de
escualeno 1 25% y 25 g 529 por dosis La SE es un
vehiculo de emulsién de aceite en agua que consistia
de escualeno, glicerol y un agente emulsionante La
IL-12 de murino recombinante se suministxd a 40
ng/ratén El GM-CSF de murino recombinante se
suministré a 25 g/ratén Los resultados se
proporcionan en la tabla 1, con los titulos promedio

geométricos mids los errores esténdar por cada grupo

Tabla 1
Tituloes Totales y de Subclases a Punto Final de IgG

anti-T1SP10OMN (A) (-Cys) Reciprocos

Adyuvantes pg de Titulos a Punto final
péptado  IgG IgG1 IgG2a
de HIV

529-SE (25) 25 206,301 37,567 180,671

(1 25% de aceaite) +/- +/ - +/~-

175,149 31,526 277,211
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529-8E (25) 25 460,516 74,269 222,446

(1 25% de aceite) + +/- +/- +/-

rIL-12 ( 04) 690,712 169,868 400,716

529-SE (25) 25 1,085,658 238,379 117,657

(1 25% de aceite) + +/- +/- +/-

GM-CSF (25) 1,064 924 62,199 25,301
Ejemplo 3

Anflisis de CTL en Ratones Balb/c

Los protocolos del Ejemplo 2 fueron seguidos
con respecto a la inmunizacién de los ratones Se
valor5 la actividad de CTL de cé&lulas de bazo
aipladas de ratones 14 dias después de la
inmunizacién secundaria La 529-SE se formulé con 25
pg de 529-SE que contenfia aceite 1 25%, con o sin 10
g de GM-CSF o 40 ng de IL-12, ms 25 ug de
T1SP10MN(A) (-Cys)

Para el an8lisis de CTL, las células de bazo
fueron removidas de ratones 1inmunizados 14 dias
después de la inmunizacién secundaria Un protocolo
previamente descrito (39) fue seguido esencialmente
En resumen, se acumularon las células del bazo con
los eraitrocitos agotados de tres ratones por grupo
Las células efectoras del bazo (4x10%/ml) se
estimularon nuevamente en placas de cultivo a 24
pocillos en un volumen de 1 5-2 ml durante siete dias
con 1 ug/ml de ya sea el péptido "MN-10”, el péptido
de epitopo de CTL 10mer CTL “IIIB”, o sin péptido de
HIV Los epitopos de CTL se restringieron a H-2D* Los

cultivos se complementaron con 100 U/ml de IL-2 de
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murino recombinante (Biosource) durante los Gltimos
cinco dias de cultivo Para el anflisis de 1la
actividad citotéxica, las células P81l5 se etiquetaron
con Cr°*! y se modularon con impulsos con 5 ug/ml de
péptido (IIIB o MN-10) durante cuatro horas, y se
adicionaron a las células efectoras, esplénicas,
cultivadas Cuando no se utilizd péptido de HIV, ese
conjunto de células objetivo no fue modulado por
impulsos Se utilizaron diluciones por triplicado de
las relaciones de células efectoras a objetivo
(E0") de 301 hasta 111 El porcentaje de
actividad de CTL se calculé como el porcentaje de
liberacién de cromo utilizando {liberacién de cromo
especifica - 1liberacién de cromo esponténea) /
(liberacién de cromo mixima - liberacién de cromo
esponténea}) x 100 La liberacién de cromo se valoré
después de un periocdo de 1incubacién de seis horas La
liberacién esponté&nea promedio del cromo fue siempre
menor que 15% de la liberacién méxima Los resultados

de loa datos del difa 28 se muestran en la tabla 2

Tabla 2
Relaciones de células Efectoras a Objetivo
Péptido MN-10 Péptido IIIB Sin
Péptido

529-5E +

% de * JIL-12 GM-CSF| * 1IL-12 GM-CSF| * 1IL-12 GM-CSF

libera-
caién

egpeci-
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fica
E O
301 31 53 71 8 11 19 4 8 8
10 1 19 41 70 5 8 21 2 5 9
331 5 11 a5 2 1 5 -2 -2 -1
111 2 4 14 1 0 2 -3 -2 -3

* Sin adyuvante adicional

Ejemplo 4
Titulos Totales y de Subclases a Punto Final de IgG

anti-AP1-42 Reciprocos

Loe ratones exogamicos Swiss-Webster se
dividieron en grupos de diez ratones cada uno Cada
grupo recibié 30 pg del péptido APl-42, lo cual

corresponde a una regién interna de 42 aminoicidos de

largo de APP El primer grupo no recibié un

adyuvante, el segundo grupo recibié 50 pg de la 529-
SE que contenfa 2 5% de aceite, el tercer grupo
recibi6 50 pg de la 529-SE que contenfa 2 5% de
aceite mis 10 pg de GM-CSF, el cuarto grupo recibié
10 ug de GM-CSF, el quinto grupo recibid la emulsién
estable que contenfia 1 25% de aceite, el sexto grupo
recibi®é la emulsién estable que contenia 1 25% de
aceite mis 10 pg de GM-CSF, el séptimo grupo recibid
50 pg de QS-21 Los ratones fueron inmunizados por la
ruta subcuténea en la regidén glfitea con un volumen
total de 0 2 ml, dividido por igqual en cada uno de

los dos sitios en la base de la cola/regién glitea

28
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Las i1nmunizaciones se administraron en la semana 0 Yy
la semana 3

Los ratones fueron sangrados en los dias 0,
20, 35 y 70 Se analizé el suero de los ratones
individuales Los titulos de las clases y subclases
totales a punto final de IgG del péptido anti-APl-42 a
punto fainal reciprocos se midieron de los sueros
individuales (n=10 Swiss-Webster) en la semana 5 y en
la semana 10 Los resultados a punto final de IgG se
proporcionan en la tabla 3 (semana 5) y 4 (semana
10) Los resultados de 1la subclase 1IgGl se
proporcionan en la tabla 5 (semana 5, los grupos que
no recibieron adyuvante o QS-21 no se midieron) y 6
(semana 10) Los resultados de la subclase IgG2a se
proporcionan en la tabla 7 (semana 5, los grupos dque
no recibieron adyuvante o QS-21 no se midieron) y 8
(semana 10)

Tabla 3

Titulos a Punto Final de IgG en la Semana 5 anti-Apl-

42

Adyuvantes Promedio Geométrico Error
Esténdar

Ninguno 12,976 +/-
14,386

529-SE (50) 16,204 +/-
225,221

529-SE (50) + GM- 608,474 +/-
623,575

CSF (10)
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GM-CSF (10)
609,067

SE (1%)

15,493

SE (1%) + GM-CSF
162,750

(10)

Qs-21 (50)

9,036

49

214,497

33,342

453,367

4,076

Tabla 4

+/-

Titulos a Punto Final de IgG en la Semana 10 anti-AP1-

42

Adyuvantes Promedio Geométrico Error
Esténdar

Ninguno 21,426 +/-
24,959

529-8SE (50) 86,847 +/-
187,792

529-SE (50) + GM- 943,075 +/-
989,177

CSF (10)

GM-CSF (10) 1,049,414 +/-
390,525

SE (1%) 255, 631 +/-
114,025

SE (1%) + GM-CSF 1,005,899 +/-

407,108

(10)
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QS-21 (50)

159,775

50

47,222

Tabla 5

+/-

Titulos a Punto Final de IgGl en la Semana 5 anti-Apl-

42

Adyuvantes Promedio Geométrico Exrroxr
Est&ndar

529-SE (50) 461 +/-
627

529-SE (50) + GM- 1,936 +/-
12,680

CSF (10}

GM-CSF (10) 8,654 +/ -
10,100

SE (1%) 4,515 +/-
6,273

SE (1%) + GM-CSF 24,422 +/-

19,764

(10)

Tabla 6

Titulos a Punto Final de IgGl en la Semana 10 anti-

Adyuvantes
Estandar
Ninguno

2,448

AP1-42

Promedio Geométrico

2,086

Error

X
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529-SE (50)

51

969

521

529-SE (50) + GM-
4,901

CSF (10)

GM-CSF (10}
10,998

SE (1%)

3,456

SE (1%) + GM-CSF
11,502

(10}

Qs-21 (50)

895

2,076

8,483

3,623

12,472

988

Tabla 7

+/-

+/-

+/-

+/-

Titulos a Punto Final de IgGl en la Semana 5 anti-Apl-

42

Adyuvantes Promedio Geométrico Error
Esténdar

529-SE (50) 2,224 +/-
10,099

529-SE (50) + GM- 94,764 +/-
849,173

CSF (10)

GM-CSF (10) 25,554 +/-
13,151

SE (1%) 1,484 +/-

2,271

R
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SE {(1%) + GM-CSF
31,303

(10)

52

8,405

Tabla B

Titulos a Punto Final de IgG2a en la Semana 10 anti-

AP1-42

Adyuvantes Promedio Geomé&trico Error
Estandar
Ninguno 5,910 +/-
39,626
529-8SE (50} 5,969 +/-
9,100
529-SE (50) + GM- 47,694 +/-
88,053
CSF (10)
GM-CSF (10) 64,910 +/-
54,824
SE (1%) 2,350 +/-
2,326
SE (1%) + GM-CSF 7,421 +/-
31,153
(10)
Qs-21 (50) 3,544 +/-
26,332

Ejemplo §

Titulos Totales y de Subclases a Punto Final de anti-

AB1-42 Reciprocos con Cantidades Variantes de GM-CSF
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Los ratonee exogadmicos Swiss-Webster se
dividieron en grupos de diez ratones cada uno Cada
grupo recibid dos inmunizaciones de 30 pug del péptido
AP1-42 en la semana 0 y 3 El primer grupo recibid 25
Hg de 529-SE mAs 10 ug de GM-CSF, el segundo grupo
recibibd 25 pg de 529-SE mis 1 pg de MG-CSF, el tercer
grupo recibié 25 ug de 529-SE miés 0 1 pg de GM-CSF, el
cuarto grupo recibi6 25 ug de 529-SE mis 10 ug de GM-
CSF en la primera dosis, seguido por 25 pug de 529-SE
Gnicamente en 1la segunda dosis, el quinto grupo
recibib6 25 pg de QS-21, el sexto grupo recibib 25 ug
de QS-21 mis 10 ug de GM-CSF Los ratones fueron
inmunizados por la ruta subcutfnea en la regibn
glitea con un volumen total de 0 2 ml, dividido por
1gual en cada uno de los dos sitios en la base de la
cola/regién glfitea

Los ratones fueron sangrados en los dias 0,
21 y 42 Los titulos de las subclases y clases IgG
del péptido anti-APl-42 al punto final reciprocos se
midieron del suero individual (n=10) en la semana 6
Los resultados a punto final de IgG se proporcionan
en la tabla 9 Los resultados de la subclase IgGl se
proporcionan en la tabla 10 Los resultados de la

subclase IgG2a se proporcionan en la tabla 11
Tabla 9
Titulos a Punto Final de IgG en la Semana 10 anti-APl1-

42

Adyuvantes Promedio Geométrico Error
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529-SE (25) + GM-
148,940

CSF (10)

529-SE (25) + GM-
218,332

CSF (1)

529-SE (25) + GM-
91,724

CSF (0 1)

529-SE (25)*
54,083

QS-21 (25)

18,430

QS-21 (25) +
116,106

GM-CSF (10)

* Primera doais 529-SE (25) + GM-CSF

dosis 529-8E (25) sola

353,660

150,935

86,145

25,365

1,866

48,970

Tabla 10

+/-

+/-

+/-

+/-

segunda

Titulos a Punto Final de IgGl en la Semana 6 anti-APl-

42
Adyuvantes Promedio Geométrico Error
Esté&ndar
529-SE (25) + GM- 10,867 +/-
18,333
CSF (10)
529-SE (25) + GM- 24,909 +/-

18,625
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CSF (1)

529-SE (25) + GM- 6,608 +/-
17,736

CSF (0 1)

529-SE (25)* 4,511 +/-
8,154

QS-21 (25) 581 +/-
126

Qs-21 (25) + 7,618 +/-
29,145

GM-CSF (10)

* Primera dosis 529-SE (25) + GM-CSF (10), segunda

dosis 529-SE (25) sola

Tabla 11

Titulos a Punto Final de IgG2a en la Semana 6 antl-

AB1-42

Adyuvantes Promedio Geométrico Error
Bstdndar

529-SE (25) + GM- 243,758 +/-
354,383

CSF (10)

529-SE (25) + GM- 116,222 +/-
143,140

CSF (1)

529-SE (25) + GM- 98,018 +/-
391,797

CSF (0 1)

529-SE (25)* 16,018 +/-

gl
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165,298

Qs8-21 (25) no hecho +/- no
hecho

Qs-21 (25) + 30,133 +/-
134,774

GM-CSF (10)

* Primera doeis 529-SE (25) + GM-CSF (10), segunda

dosis 529-SE (25) Bsola

Ejemplo 6

Titulos Totales y de Subclases a Punto Final de anti-

AP1-42

Reciprocos con Cantidades Variantes de GM-CSF

Los ratones exogimicos Swiss-Webster se
dividieron en grupos de diez ratones cada uno Cada
ratén recibi6 inmunizaciones en la semana 0 y en la
semana 3, con 30 pg del péptido APl1-42 cada vez En la
inmunizacién de la semana 0, el primer grupo recibid
50 pg de 529-SE, el segundo grupo recibié 50 pg de
529-SE mis 10 pug de MG-CSF, el tercer grupo recibiéb
50 pg de 529-SE méAs 5 pg de GM-CSF, el cuarto grupo
recibibé 50 pg de 529-SE mds 2 pg de GM-CSF, el quinto
grupo recibié 50 pug de 529-SE mis 2 ug de GM-CSF, el
sexto grupo recibié 1% de SE En la inmunizacidn de
la semana 3, los grupos primero hasta quinto
recibieron la misma dosis como la inmunizacién de la
gemana 0, excepto que la 529-SE se redujo de 50 a 25
pg La cantidad de SE recibida por el sexto grupo se

incrementd de 1% en la inmunizacién de la semana 0 a
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1 2% en la inmunazacién de la semana 3 Los ratones
fueron 1inmunizados por 1la ruta subcutfinea en la
regién glidtea con un volumen total de 0 2 ml,
dividido por i1gual en cada de uno de los dos sitios
en la base de la cola/regién glitea

Los ratones fueron sangrados en los dias 2,
20 y 35 Loe titulos de las clases y subclases de IgG
del péptido anti-APl-42 a punto final reciprocos se
midieron del suerc individual (n=10) en la semana 5
Los resultados a punto final de IgG se proporcionan
en la tabla 12 Los resultados de la subclase IgGl se
proporcionan en la tabla 13 Loes resultados de la

subclase IgG2a se proporcionan en la tabla 14

Tabla 12
Titulos a Punto Final de IgG en la Semana 5 anti-APl-

42

Adyuvantes Promedio Geométrico Error
Est&ndar
529-SE (50) 6,119 +/-

3,103

529-SE (50) + GM- 52,312 +/-
78,421

CSF (10)

529-SE (50) + GM- 16,392 +/-
17,706

CSF (5)

529-SE (50) + GM- 321,524 +/-

224,875
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CSF (2)

529-SE (50) + GM- 36,934 +/-
29,449

CSF (0 5)

SE (1%) 7,784 +/-

9,041

Tabla 13
Titulos a Punto Final de IgGl en la Semana 5 anti-Afi1-

42

Adyuvantes Promedio Geométrico Error
Esténdar
529-8E (50) 499 +/-

676

529-SE (50) + GM- 1,424 +/-
2,468

CSF (10)

529-SE (50) + GM- 3,407 +/-
5,653

CSF (5)

529-SE (50) + GM- 18,328 +/-
8,067

CSF (2)

529-SE (50) + GM- 3,526 +/-
17,606

CSF (0 5)

SE (1%) 2,556 +/ -

5,615
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Tabla 14

Titulos a Punto Final de IgG2a en la Semana 5 antai-

AP1-42
5 Adyuvantes Promedic Geométrico Error
Esténdar
529-SE (50) 1,386 +/-
5,173
529-SE (50) + GM- 48,519 +/-
10 148,981
CSF (10)
529-8E (50) + GM- 11,659 +/-
23,132
CSF (5)
15 529-SE (50) + GM- 124,815 +/-
167,340
CSF (2)
529-SE (50) + GM- 26,190 +/-
40,254
20 CsSF (0 5)
SE (1%) 694 +/-
1,325
Ejemplo 7
25 Inmunizaciédn con péptidos Th-CTL y C4-V3 de Mono
Rhesus

El sigulente experimento se disefi® para
comparar directamente una variedad de formulaciones
de combinacién de péptidos y adyuvantes en una

30 especie de primate (monos rhesus) a fin de
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identificar las combinaciones potenciales de
péptidos/adyuvantes para avanzar hacia las pruebas
clinicas en humanos Especificamente, la formulacién
adyuvante 529-SE con GM-CSF de humano se evalué en
comparacién al adyuvante incompleto de Freund (IFA)
en combinacién con (1) un conjugado de péptidos de
CTL auxiliares T derivados de env del SIV/gag del SIV
{(ST1-pllC) que tiene la siguiente secuencia
Arg Gln Ile Ile Asn Thr Trp His Lys Val Gly
Lys Aen Val Tyr Leu Glu Gly Cys Thr Pro Tyr
Asp Ile Asn Gln Met Leu (SEC ID NO 3),
o (2) un conjugado de péptidos C4-V3 derivados de
HIV-1 (C4-V3s ¢p) que tiene la siguiente secuencia
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly
Lys Ala Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn
Thr Arg Glu Arg Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg

Ala Phe Tyr Ala Arg Arg (SEC ID NO 4)

Disefio del Estudio Se utilizé un total de 8

animales para el estudio, 4 Mamu-A*0l+ y 4 Mamu-A*0l-

descritos en la tabla 15

Tabla 15

529-SE & GM-CSF vs 1IFA

Grupo # de Animales Animal Composicién
Adyuvante
# inmunogénica
1 2 Mamu-AOl+ 95x009 ST1-pliC IFA
93x021

R
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2 2 Mamu-AO0l+ 98N002 S§T1-pllC 529-
SE/GM-CSF
98N008
3 2 Mamu-AQl- 98N007 C4-Vig ¢p IFA
98N013
4 2 Mamu-AO0l- 95x011 C4-V3a9 ep 529-
SE/GM-CSF
96x004

Los animales del grupo 1 recibleron 0 5 ml
del péptido Th-CTL STl-pllC (1 0 mg/ml) en una
emulsién de agua en aceite con 0 5 ml de IFA en un
volumen total de 1 0 ml Los animales del grupo 2
recibieron 0 5 ml de STl-plliC (1 0 mg/ml) combinado
con 250 ug de GM-CSF de humano, 50 ug de 529-8SE con
una concentracién de aceite final de 1% en un volumen
total de 1 0 ml Los animales del grupo 3 recibieron
05 ml del péptido C4-Vigeer (2 0 mg/ml) en una
emulsién de agua en aceite con 0 5 de IFA, volumen
final de 1 0 ml Finalmente, los animales del grupo 4
recibieron 0 5 ml del péptido C4-V3iger (2 0 mg/ml)
combinado con 250 g de GM-CSF de humano, 50 ug de
529-SE con una concentracién de aceite final de 1% en
un volumen total de 1 0 ml

Todos los animales fueron inmunizados
mediante la inyeccifén intramuscular en un programa de
0, 4 vy 8 semanas Las muestras de sangre periférica
se extrajeron inmediatamente antes y 1 o 2 semanas
después de cada i1inmunizacién para verificar la
induccién de CTL por la tincién de tetrdmero, pllC

(Cys Thr Pro Tyr Asp Ile Asn Gln Met, SEC ID NO 3,
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aminodcidos 19-27)- respuestas especificas ELISPOT y
respuestas de CTL en cultivo en gran cantidad (grupos
1 y 2) asi como también para lae respuestas de

anticuerpos especificos para el péptido (grupos 1-4)

Sequridad y Tolerabilidad

ST1-pllC + IFA La formulacién de ST1-pllC +

IFA, la cual se administré mediante la inyeccién
intramuscular en un sitio individual tres veces en
los animales del grupo 1, estuvo asociada con una
reactividad significante en el sitioc de inyeccién Un
animal (93x021) desarrolld un abscesoc con una
dimensién de 1 5 centimetros en el sitio de la
inyeccién dos semanas después de la segunda
inmunizacién El otro animal (95x009) también
desarrollé un absceso con una dimensién de 2 0
centimetros en el sitio de la inyeccién dos semanas
después de la tercera inmunizacién, el cual se
reventd a través de la piel y requirié material de
curacién

ST1-pllC + 529-SE/GM-CSF La formulacién de

ST1-pllC + 529-SE/GM-CSF, 1la cual se administxd
mediante wuna 1inyeccifén antramuscular en un sitio
individual tres veces en los animales del grupo 2,
estuvo asociada con efectos adversos menores Ambos
animales del grupo 2 vomitaron brevemente después de
recibir la tercera inmunizacidén en la semana 8 No se
observaron otros efectos adversos

C4i-V3gs gp + IFA La formulacién de C4-V3ge ¢p

+ IFA, la cual sge adminisetrd mediante inyeccidn
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intramuscular en un sitio individual tres veces en
los animales del grupo 3, estuvo asociada con
reactividad significante en el sitio de inyeccin Un
animal (98n013) desarrollé un absceso c¢on una
dimensién de 1 0 centimetros en el sitio de 1la
inyeccién una gsemana después de la segunda
inmunizaci6n El otro animal (98n007) también
desarrollé un absceso con una dimensién de 1 5
centimetroe en el sitio de la inyeccién una semana
después de la sequnda i1nmunizacién Este absceso del
animal requirié drenaje y material de curacidn cuatro
semanas después

C4-V3gs ¢ + 529-SE/GM-CSF La formulacién de

C4-V3go gp + 529-SE/GM-CSF, la cual se administré
mediante inyeccién intramuscular en un sitio
individual tres veces en los animales del grupo 4,
estuvo asociada con un efecto adverso menor Uno de
los animales del grupo 4 (95x011) vomitd brevemente
después de recibir la tercera inmunizacién en la
semana 8 No se observaron otros efectos adversos

En todos los animales del grupo 1 y el grupo
3, en los cuales los animales recibieron IFA como el
adyuvante, se observaron reactividades significantes
en el sitio de inyeccibdn Estos resultados indican
que 0 5 mls de IFA es tolerado pobremente cuando se
administran mediante la inyeccién intramuscular en un
si1tio de 1nyeccaién individual También se observa que
3 de los 4 animales que recibieron 529-SE/GM-CSF como
el adyuvante en la semana 8 vomitaron brevemente

después de ser inmunizados Mientras se sabe que el
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anestésico utilizado (quetamina) est& asociado con el
vémito, no se documentaron otros casos de vémito en
los animales durante el curso del estudio En este
tiempo, existe evidencia insuficiente para atribuir
el vémito de los animales a cualquier efecto advereso
asociado con 529-SE/GM-CSF

Resultados Induccién de Reaspueptas Inmunes,

Celulares (Grupos 1 y 2)

Tincidén de Sangre Reciente con pllC-

tetrmero Antes de la inmunizacifén, y una y dos
semanas después de 1la 1nmunizacién, la sangre
periférica recientemente aislada de todos los
animales positivos Mamu-A*01 (grupos 1 y 2) se
selecciond por la presencia de linfocitos T CD3*CD8*
especificos para pllC mediante 1la tincién con
tetrimero de clase I MHC soluble Como se muestra en
la tabla 16, Gnicamente un animal (93x021), el cual
recibié el péptido ST1-pllC en combinacién con IFA,
mostré6 evidencia de respuestas inmunes, celulares
inducidas por la inmunizacién en la sangre periférica

no estimulada

Tabla 16
Porcentaje de tincién con plliC-tetramero y respuestas
ELISPOT especificas para pllC en sangre periférica
recientemente aislada
Semana 0 Semana 5
Semana 6
Previoc ala 1 semana después 2

semanas después

TR
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inmunizaciéon de la 28 Inmunzacién
de la 22 Inmunzacidn
Anmal/ Formula- Tincdénde #de Thcadénde #de Tincibnde #de
(Grupo) cién sangre SFC sangre SFC sangre SFC
recente  ELISPOT reclente ELUSPOT reciente  ELISPOT
con por 104 con por 10¢ con por 104
tetrGmeros células teirdmero® células tetrdmeroe células
9500%(1) STi-plIC 002 00 000 00
000 38
5 +IFA
93x021{1) ST1-p11C 002 Ndv 015 563
012 219
+IFA
98n002{2) STI-pl1iIC 0.00 0é 005 00
10 001 63
+ 529-SE/
GM-CSF
98n008(2) ST1-plIC 005 00 004 150
001 94
15 + 529-SE/
GM-CSF
Semana 8 Semana ¢
Semana 10
20 4 semanas después 1 semana después 2
semanas despuaés

de la 29 iInmunlzacién
de la 38 Inmunizacién

Anmal Formula-  Sangre ELISPOT

cién recienie

Sangre

reciente

de la 38 nmunzacién

ELISPOT Sangre ELISPOT

reciente
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95x009(1) ST1-pl1IC 000 Nd 001 25
002 19

+ IFA
93021(1) ST1-plIC 0.02 Nd 014 Nd
002 Nd

+ IFA
$8n002(2) ST1-plIC 0046 Nd 000 Nd
000 38

+ 529-SE/

GM-CSF
98n008(2) STI-pl1IC 002 Nd 002 Nd
000 00

+ 529-SE/

GM-CSF

* Reportado como el porcentaje de linfocitos CD3'CD8' en
sangre reciente que se tifien como positivos con el pllC-
tetrémero, ND, nc se hizo

P Nd = sin datos (en ésta y tablas subsecuentes)

Respuestas ELISPOT especificas para pllC

Para valuar adicionalmente la induccién de respuestas
inmunes, celulares en los animales del grupo 1 y 2,
los linfocitoe de sangre periférica recientemente
aislada BsBe Beleccionaron por la presencia de
linfocitos T CD3'CD8* especificos para pllC mediante
el andlisis ELISPOT Como se muestra en la tabla 16,
{inicamente el animal 93x021, el cual demostrd niveles
detectables de linfocitos CD8* especificos para plicC
mediante el andlisis con tetrimero en sangre

reciente, tuvo linfocitos T cps* detectables
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especificos para pllC mediante el andlisis ELISPOT
En cada caso, una respuesta positiva mediante el
anidlisis con pllC-tetramero se corroboré mediante una

respuesta ELISPOT positiva especifica para pliC

Respuestas inmunes, celulares especificas

para pllC después de la estimulaciédn del péptido pllC

in vitro En un esfuerzo para incrementar el nimero
de células especificas para pllC antes del anilisas,
los 1linfocitos de sangre periférica recientemente
aislada se estimularon in vitro con el péptado plliC y
rhIL-2 Después de 14 dias, las células efectoras
resultantes se seleccionaron por la unién de pllcC-
tetrdmero aei como también por la actavidad litica
especifica para pllC funcional en un ensayo de CTL de
liberacitn de cromo estdndar Los resultados del
andlisis de pllC-tetrmero y los ensayos de CTL
funcionales se muestran en la tabla 17 El animal
93x021, el cual mostré consistentemente respuestas
inmunes especificas para pllC en linfocitos aislados
recientemente, demostré un nivel muy alto de unién de
tetrédmero y actividad de CTL funcional una semana
después de la segunda inmunizacién Esto indicé la
induccién de una respuesta inmune celular especifica
para pllC muy potente En contraste a los resultados
observadoe en los linfocitos aielados recientemente,
un animal del grupo 2 (98n008, ST1-pllC + 529-SE/GM-
CSF) comenzé a mostrar evidencia de respuestas
inmunes, celulares especificas para pllC dos semanas

después de la segunda i1nmunizacidn Sin embargo, la

93
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respuesta inmune especifica para pllC observada en el
animal del grupo 2 fue de una magnitud
significantemente menor que aquella observada en el

animal respondedor del grupo 1

Tabla 17
Porcentaje de tincidn con pliC-tetrémero y respuestas
funcionales de CTL especificas para pllC deepués de

la estimulacién con el péptido pllC in vitro

Semana 0 Semana 5
Semana é

Previo a la 1 semana después 2
semanas después

inmunizacién de la 22 inmunzacidn

de la 2a nmunzacion

Anmal/ Fommula- Tincidn CIL Tincién CIL Tinciédn CIL

{Grupo) cidn con 21E0® con 21E0 con 21E0Q
tefrGmero tefrmero tetrémero
a

95x009{1) STi-pl1IC 003 06 023 Nd
027 00

+[FA
9I021{1} STIpl1IC 003 00 34 31 663 1515
469

+ IFA
98n002(2) STI-p1iIC 021 0.0 Nd Nd
073 Nd

+ 529-SE/
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GM-CSF
98n008(2) STIpl1IC 016 00
584 Nd

+ 529-SE/

GM-CSF

Semana 8
Semana 10
4 semanas después

semanas después

de la 29 inmunizacién

de la 3a nmunzacién

Nd Nd
Semana 9
1 semana después 2

de lo 3@ nmunzacién

Anmal/ Formula- Tincién CIL Tincién CTL Tincién
Grupo cion con 201EO con 21EO con
teirdmero tetrdmero tetrémero

95x009(1) ST1-plIC Nd Nd 076 30
072 00

+IFA
9Ix021(1) STIplIC Nd Nd 490 73
Nd Nd

+IFA
98n002(2) ST1-pl1IC Nd Nd 007 57
0.39 00

+ 529-SE/

GM-CSF
98n008{2) ST1-pl1IC Nd Nd 224 114
5.00 00

+ 529-SE/

GM-CSF

e Reportado como el porcentaje de cé&lulas cultivadas
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CD3*'CD8* que ae tifleron como positivas con el pllC-
tetrimero

®»  Reportado como el porcentaje de lisis especifica para
pliC (menos el fondo) en una relacién de efector a

objetivo (E O) de 20 1

Anflisis de Citocina Intracelular Para

caracterizar adicionalmente las propiedades
funcionales Y fenotipicas de los linfocitos
especificos para el péptaido pllC 1inducido por
inmunégenos, Be verificlé la expresién intracelular de
las citocinas tipo Thl INF-y, TNFa, IL-2 y la citocina
tipo Th2 IL-4 La expresifn antracelular de citocinas
se verificé en linfocitos de sangre periférica
después de una estimulacién 1inicial 1i1n vitro en la
presencia de 10 pM del péptido pllC y rhIL-2 Los
cultivos luego se mantuvieron durante 14 dias con 400
U/ml de IL-2 Después de dos semanas, las células
cultivadas se estimularon con ya sea medios solos, ©
con 10 pM del péptido pllC + CD28 antihumano y CD49d
antihumano durante una hora Después de una hora, las
células se trataron con Brefeldin A durante cinco
horas adicionales para permitir que las citocinas
intracelulares se concentren en el reticulo
endopldsmico La expresidén intracelular de caitocinas
luego se cuantificéd mediante la citometria de £flujo
(tablas 18 y 19)

Como se mueptra en la tabla 18, dos semanas
después de la estimulacién del péptado pllC in vitro,

los linfocitos de sangre periférica CD3" del animal

* X
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93x021 del grupo 1 (ST1l-pllC + IFA), mostraron un
bajo naivel de expresién de citocinas tipo Thl, con
menos de 1 5% de todas las células que secretan
activamente INF-y, TNFa, o IL-2 Aproximadamente 8% de
todos los linfocitos CD3*, después de la estimulacién
del péptido plliC in vitro, secretaron de manera
activa la citocina tipo Th2 1IL-4 y las células
secretoras de IL-4 se encontraron limitadas al
subconjunto de linfocitos CD3*CD4* Después de una
nueva exposicién breve al ©péptido pliC, los
subconjuntos de lanfocitos pllC-tetramero® y CD3*CD8*
secretaron de manera activa las citocinas tipos Thil
INF-y y TNFa, pero no pudieron ser inducidas para
secretar niveles significantemente incrementados de
IL-2 Después de la nueva exposicibén al péptido plicC,
la secrecin de la citocina tipo Th2 IL-4 no fue

afectada

Tabla 18
Anfilisis de citocinas intracelulares, animal 93x021

del grupo 1, dos semanas después de la segunda

inmunizacién
Subconjunto PllcC plicC
de linfocitos Medios INF-y S I Medios TNFa

bpi1ic-

tetrimero* 977 27,612 28 3 90 20,342

226 0

33
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PEn gran
cantidad CD3* 7,628 65,567 8 6 12,256
PCD3*CD4* 2,488 5,545 22 6,252
bcp3*cps* 5,273 60,573 115 6,865
plic
S1I Medioa
Medios IL-2
Pplic-
tetrimero* 751 2,004 27 Nd
Nd
5 PEn gran
cantidad CD3* 2,879 6,463 22 78,069
12
bcp3*cpa* 1,377 1,683 12 71,275
11
10 Pcps*cps * 1,502 4,783 32 6,794
13

51,361
2,827

48,439

plicC

IL-4

Nd

90,563

81,437

9,126

15
Tabla 19
An&lisis de citocinas intracelulares, animal 98n008
del grupo 2, una semana después de la tercera
inmunizacién

20

Subconjunto plicC pllcC

s I Medios
de linfocitos Medios INF-y TNFa

bpiic-

tetrémero’ 545 560 140 748

454



10

15

20

25

73
00
®En gran
cantidad ¢D3* 6,829 10,489 15 3,402 13,443
40
bcpa*cpa* 3,310 3,789 11 1,428 2,567
18
bcp3*cps * 3,189 6,825 21 2,587 11,324
44
pliC plic
S I Medioa

Medios IL-2 IL-4
bp1ic-
tetrdmero’ 77 456 59 Nd Nd
Nd
PEn gran
cantidad ¢D3* 385 2,868 7 4 219,789
202,122 0 9
*cp3*cpat 1,379 1,761 13 170, 804
158,175 0 9
"cp3*cps * 36 2,095 58 2 49,053

44,083 09
* s 1, Indice de estimulacién
P Reportado como el niimero de células indicadas que se
tifleron como positivo para la citocina indicada por
10 células CD3*, menos la tincién de fondo (control
de 1sotipos)

Como se muestra en la tabla 19, doe semanas
después de la estimulaciédn del péptido pllC in vitro,
los linfocitos de sangre periférica CD3* del animal

98n008 del grupo 2 (ST1l-pllC + 529-SE/GM-CSF)
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demostraron un bajo nivel de expresibén de citocinas
tipo Thl, con menocs de 1 0% de todas las células que
secretan de manera activa INF-y, TNFa, o IL-2 De
manera interesante, aproximadamente 20% de todos los
linfocitos C€D3* Bsecretaron de manera activa la
citocina tipo Th2 IL-4, un incremento de 2 5 veces en
el nGmero de células productoras de IL-4 comparado
con el animal del grupo 1 Como fuera el caso con el
animal del grupo 1, las células que secretaron IL-4
se encontraron limitadas al subconjunto de linfocitos
CD3*'CD4* Después de una nueva exposicién breve al
péptido pllC, los subconjuntos de linfocitos pllC-
tetrémero® y CD3'CD8* del animal del grupo 2 pudieron
ser estimulados para secretar TNFa, pero no INF-y En
contraste al animal del grupo 1, después de la nueva
exposicién al péptido, se pudo demostrar un
incremento significante en la expresidn de IL-2 por
las células CD3*CD8* Como fue el caso con el animal
del grupo 1, después de la nueva exposicién al
péptido pllC, la secrecidn de la citocina de tipo Th2

IL-4 no fue cambiada

Resultados Respuestas Inmunes, Humorales Inducidas

por Inmunégenos (qrupos 1 y 2)

Para evaluar la induccién de las respuestas
de anticuerpos humorales especificos para
inmunégenos, los titulos de anticuerpos ELISA anti-
ST1-pllC se midieron en el suero de loe animales del
grupo 1 y 2 inmediatamente antes de la inmunizacién 1

Y 2 semanas después de la segunda Yy tercera
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inmunizaciones lLos resultados se resumen en la tabla

20
Tabla 20
5 Titulos a punto final de ELISA del suero de monos
rhesus i1nmunizados con ST1-pllC (grupos 1 y 2)
Animal Grupo Formulacién Semana
Titulo de
10 ST1-
pllC Ab®
95x0089 1 ST1-pllC + IFA 5
12,800
6
15 12,800
9
6,400
10
12,800
20
93x021 1 STl1-pllC + IFA 5
51,200
6
102,400
25 9
51,200
10
51,200

30 98x002 2 ST1-pl1C + 529-SE/GM-CSF 5
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<50

6
<50

9
1,600

10
<50
98noo0o8 2 ST1-pilC + 529-SE/GM-CSF 5
200

6
200

9
12,800

10
6,400

* Los titulos de unién a punto final de anticuerpos se
determinaron como el reciproco de la dilucién més
alta del plasma que da una lectura OD del

experimento/control (B/C) de > 3 0

Respuestas Inmunes, Humorales Inducidas por

Inmunégenos (grupos 3 y 4)

Para evaluar la induccién de respuestas de
anticuerpocs humorales especificos para i1nmunéSgenos y
especificas para adyuvantes, los titulos de
anticuerpos ELISA anti-C4-V3gyer Yy anti-GM-CSF se
midieron en el plasma de los animales de los grupos 3
Yy 4 1inmediatamente antes de la inmunizacibén y 1 y 2
semanas después de la segunda y tercera inmunizacién

Los resultados 8e resumen en la tabla 21 Los
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resultados 1indican que loa titulos miAximos de
anticuerpos C4-V3y¢p €n el plasma se generaron una
semana después de la segunda i1nmunizacién en todos
los animales sometidos a prueba Los titulos miximos
5 de anticuerpos en el plasma en los animales del grupo
3 (C4-V3gg gp + IFA) fueron varias veces mis altos que
los titulos miximos de anticuerpos en el plasma
obeervados en el grupo 4 (C4-V3ig ¢r + 529-SE/GM-CSF)
Loe animales del grupo 4 demostraron niveles bajos
10 pero detectables del titulo de anticuerpos anti-GM-
CSF que alcanzaron el miximo una semana después de la

tercera inmunizacifn

Tabla 21
15 Titulos a punto final ELISA del plasma de monos

rhesus i1nmunizados con C4-V3gy gp (grupos 3 y 4)

Animal/ Formulacién Semana Titulo de Titulo de
Grupo C4-v3 Ab" GM-CSF Ab

Anti-humano

98n007 (3) C4-V3gs sp + IFA 5 102,400 <10
6 25,600 <10
9 25,600 <10
10 25,600 <10
98n013 (3) C4-V3gs g» + IFA 5 12,800 <10
6 6,400 <10
9 12,800 10

10 12,800 <10
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96x004 (4) C4-V3g gp + 5 6,400
529-SE/GM-CSF
6 1,600
9 3,200 2,
10 1,600 1,
95x011 (4) C4-V3gs 6p + 5 1,600
529-8E/GM-CSF
6 800
9 1,600 1,
10 1,600 1,

® Los tfitulos de unién a punto final de anticuerpos se
determinaron como el reciproco de 1la dilucib6bn més
alta del plasma para dar wuna lectura OD del
experimento/control (E/C) de > 3 0

La induccién de los anticuerpos
neutralizantes en los animales de los grupos 3 y 4
también se verificd, los resultados se resumen en la
tabla 22 Los resultados indican que tanto los
animales del grupo 3 como los animales del grupo 4
habfian desarrollado anticuerpos neutralizantes gue
fueron capaces de neutralizar el wvirus SHIVg ¢ i1n
vitro Los titulos de anticuerpos neutralizantes para
SHIVg ¢ Observados en los animales del grupo 3 fueron
generalmente mis altoe que aquellos observados en los
animales del grupo 4 Ademis, después de 1la
inmunizacién final, el suero de los animales del
grupo tres demostré un bajo nivel de actividad
neutralizante contra la cepa SHIVyg g del virus, la

cual es dificil de neutralizar
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Tabla 22
Titulos de anticuerpos neutralizantes a punto final
en el suero del monos rhesus i1nmunizados con C4-V3g 6p

(grupos 3 y 4)

Anticuerpo neutralizando para*

Animal/ Formulacién
Grupo Semana SHIVgs ¢ SHIVys sp
98n007 (3) C4-Vigy gpr + IFA 0 <10 <10
5 22 <10
6 46 <10
9 113 46
10 74 71
98n013 (3) C4-V3gs ¢p + IFA 0 <10 <10
5 12 <10
6 19 <10
9 36 18
10 22 <10
96x004 (4) C4-V3g5 6p + 0 <10 <10
529-SE/GM-CSF
5 <10 <10
6 <10 <10
9 26 <10
10 <10 <10
95x011 (4) C4-V3gg gp + 0 <10 <10

529-SE/GM-CSF
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5 11
6 <10
9 19
10 <10

® Los titulos de anticuerpos neutralizantes son la
dilucién en el suero reciproca a la cual 50% de las
células fueron protegidas de la eliminacién inducida

por el virus medida por la captacién de rojo neutro

Ejemplo 8
Estudio de Eficacia Terapéutica de Ratones

Transgénicos PDAPP Tratados con ABl-42 y Adyuvante(s)

El siguiente experimento se disefi®6 para
comparar una variedad de formulaciones de combinacién
de adyuvantes en ratones Transgénicos PDAPP para
someter a prueba la eficacia terapéutica del péptido
AP1-42

Dipefic del Eatudio Los ratones transgénicos

PDAPP de diez y medio a doce y medio meses de edad
(machos y hembras) se dividieron en cuatro grupos de
40 ratones, clasificados de tal manera que cada grupo
se unié entre s8i tan estrechamente como fue posible
por edad, sexo y origen transgénico Los grupos

fueron como Be describe en la tabla 23

Tabla 23

Grupos de Tratamiento de Ratones tranagénicos

Grupo Adyuvante Dosis Dosis de N al

AP1-42 Inicio

<10
<10
<10

<10

N al

Final
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1 MPL-SE 25 g 75/60 ug 40 35
2 MPL-SE+GM-CSF 25 ug/10ug 64/60 ug 41 34
3 529+GM-CSF 25 ug/loug 64/60 g 40 31
4 PBS na na 40 37

El péptaido AP1-42 fue de Elan
Pharmaceuticals, 529-SE y MPL™-SE fueron de Corixa, y
el gen GM-CSF de murino fue de Biosource Todos los
ratones recibieron inyecciones en las semanas 0, 2,
4, 8, 12, 16, 20 y 24 Los ratones fueron sangrados
los dias 5-7 después de 1la inyeccibn, iniciando
después de la segunda 1nyeccién Los grupos 1, 2 y 3
fueron inyectados por 1la ruta subcutdnea con un
volumen de 200 xl, mientras que el grupo 4 recibid
250 ul de dosificacién subcuténea Loa animales
fueron sacrificados en la semana 25 del Estudio ILos
titulos se obtuvieron utilizando una dilucién la cual
da un valor de 50% de la lectura de densidad &ptica
mixima

Resultados

Respuesta de Anticuerpos e Inmunogenicidad

Todos 1los grupos alcanzaron su titulo promedio
geométrico, miximo (GMT) de anticuerpos para el
péptido AP1-42 en ya sea el segundo {(RC529 + GM-CSF) o
tercer sangrado (MPL™-SE, MPL™-SE + GM-CSF) (véase la
figura 1) En el GMT miximo, MPL™-SE + GM-CSF fue
16,400, mientras que 529-SE + GM-CSF fue 13,400 o
aproximadamente 1 5 veces del control de MPL™-SE de
9,700 Sin embargo, los titulos en 1las dos

formulaciones que contenfian GM-CSF (grupos 2 y 3)

1ot
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cayeron nuevamente al nivel aproximado del control de
MPL™-SE, con los GMTs finales de MPL™-SE = 4600,
MPL™ + GM-CSF = 5350, 529-SE + GM-CSF = 4650

Para determinar s1 la disminucién eventual
en el titulo de las dos formulaciones que contienen
GM-CSF fue debido a una respuesta de anticuerpos
anti1-GM-CSF, se utilizé6 un ELISA para determinar g1
los anticuerpos anti-GM-CSF se habian formado durante
el curso de la inmunizacién Los sueros de todos loe
animales que recibieron GM-CSF fueron titulados
contra el GM-CSF de murino utilizado por todo este
experimento No se encontrdé evidencia de anticuerpos
ant1-GM-CSF en ninguno de los animales tratados
(datos no mostrados)

Niveles de AP en el Cerebro Todos los tres

grupos de tratamiento redujeron significantemente la
acumulacién de tanto el péptido AP total (figura 3-
resultados individuales, tabla 24-resultados
acumulados) como AB-42 (figura 3-resultados
individuales, tabla 25-resultados acumulados) en la
regidén cortical del cerebro de ratones PDAPP Los
ELISAs de AP (formas totales y 1-42) se realizaron
como B8Be describiera previamente (54) utilizando
homogenados de cerebro solubilizados con guanidina
Las comparaciones estadisticas utilizaron la prueba

Mann-Whitney de significacién

Tabla 24

Niveles Corticales de AP Total

PBS MPL-SE MPL-S8E + 529-8E +

103
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83
GM-CSF GM-CSF
Promedio 6,478 1,707 925 1,313
(ng/qg)
Rango 64 - 33 - 67 - 79 -
17,208 8,501 5,293 5,271
% de Reduccibén -—- 74 86 ao
Valor P - <0 0001 <0 0001 <0 0001
(M-W)
N 37 35 34 31
Tabla 25

Niveles Corticales de ABl-42 Total

PBS MPL-SE MPL-SE + 529-8E +
GM-CSF GM-CSF
Promedio 5,609 1,799 779 1,127
(ng/g)
Rango 284 - 10 - 43 - 29 -
14,004 6,715 41,824 4,442
% de Reduccibn -~ 68 86 80
Valor P - <0 0001 <0 0001 <0 0001
(M-W)
N 36 35 34 31

Carga Amiloidea El1 grado de amiloidosis se

cuantificé en la corteza frontal utilizando métodos
inmunohistoquimicos como se describird previamente
(55) Todos los tres grupos de tratamiento mostraron
una reduccién significante en la carga amiloidea
(figura 4-regultados individuales, tabla 26-

resultados acumlados)
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Tabla 26

Carga Amiloidea en la Corteza Frontal

M3

PBS MPL-SE MPL-SE + 529-58E + QM-
GM-CSF CSF
Promedio 7 98 0 49 0 00 0 04
(% de AB)
Rango 0 00 - 0 00 - 0 00 - 83 0 00 - 5 53
27 37 9 63
% de Reduccibn ------ 94 100 99 5
valor P = ------ <0 0001 <0 0001 <0 0001
(M-W)
N 29 a3 29 30

Carga Neuritica El efecto del tratamiento

sobre el desarrollo de la daistrofia neuritica en la

corteza frontal se valorS inmunochistoquimicamente

como se describiera previamente (55) Todos los tres

grupos de tratamiento redujeron significantemente el
grado de carga neuritica con relacién al control de
5-resultades individuales, tabla 27-

PBS (figura

resultados acumulados)

Tabla 27

Carga Neuritica en la Corteza Frontal

PBS MPL-SE MPL-SE + 529-SE +
GM-CSF GM-CSF
Promedio 0 35 0 14 0 04 0 02
(¥ de AB)
Rango 0 00 - 0 00 - 0 00 - 060 OO0 -0 91
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122l 0 82
% de Reduccidn -——— 60 a8 95
Valor P - 0 0153 < 0 0001 < 0 0001
(M-W)
N 29 33 29 30

Astrocitosis El grado de astricitosis en la

corteza retroesplenial se cuantificd como ge
describiera previamente (55) Los grupos de
tratamiento que contenian GM-CSF mostraron

astrocitosis significantemente reducida (figura 6)

Ejemplo 9

Inmunizacién de Macacos Cynomologous

con el péptido C4 (E9V) -V3yy ¢p

El objetivo de este experimento fue evaluar
la inmunogenicidad del conjugado de péptidos
derivados de Env de HIV-1, C4 (E9V) -V3gs ¢p,
adminietrado con o sin una combinacién de adyuvantes
de esta invencifn en otra especie de primates, monos
cynomologous (Macaca fascicularis) El péptido C4-
V39 6p descrito en el Ejemplo 7 se modificd al
cambiar el &cido glutdmico en el ©zresiduo de
aminodcido 9 a valina Se utilizé el conjugado de
péptido resultante, designado C4 (E9V)-V3ys ¢p, Y tiene
la siguiente secuencia

Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Val Val Gly

Lys Ala Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn

Thr Arg Glu Arg Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg

Ala Phe Tyr Ala Arg Arg (SEC ID NO 5)
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La sustitucién de &cido glutédmico a valina
(E9V) dentro de la regiém C4 del péptido incrementa
la inmunogenicidad del péptido sobre aguella de la
secuencia no modificada en el modelo de ratén

Este péptido derivado de Env de HIV-1 es
capaz de producir respuestas 1i1nmunes, humorales en
ratones Sin embargo, debido a 1la dificultad de
extrapolar los resultados de ratones a humanos, es
necesario someter a prueba las composiciones
inmunogénicas, potenciales de HIV-1] en primates no
humanos antes de proceder a las pruebas clinicas en
humanos de fase I En este experimento, se evaluaron
las rutas de administracién tanto intramuscular (IM)
como 1intranasal (IN) Los animales fueron inmunizados
cinco veces en las semanas 0, 4, 8, 18 y 23 En una
base semanal hasta la semana 25, las muestras de
sangre y lavados cervicovaginales y de mucosas se
colectaron y analizaron por la presencia de

anticuerpos para la composicién inmunogénica

Disefio Experimental Para el experimento se

uti1lizé un total de ocho monos cynomologous, cuatro
animales por grupo (tabla 28) El grupo 1 no recibié
adyuvante, el grupoc 2 recibié la formulacifén de
adyuvante 529-SE mis GM-CSF Los animales fueron
alojados y evaluados en una ainstalacidn de cuidado
animal
Tabla 28
529-SE + GM-CSF va s81in adyuvante

# de Grupo Inmunégeno Adyuvante

Ruta
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1 Péptido C4 (E9V) -V3g ¢p ninguno IN
2 Péptido C4 (EQV) -v3gg (3] 529-SE/GM-CSF IM

Inmunizaciones Todas las 1nmunizaciones

intranasales fueron suministradas con un dispositivo
de rocio nasal con dosis medidas de 100 pl Todas las
inyecciones 1ntranasales se administraron en el
misculo cuadriceps con aguja y Jeringa Todos los
animales fueron inmunizados en un programa de 0, 4,

8, 18 y 23 semanas

Formulaciones

Grupo 1 1000 pg del péptido C4 (ESV)-V3ge gp
en sclucién salina normal, estéril, volumen final de
200 pg (100 pg cada ventana de la naraiz)

Grupo 2 1000 pg del péptido C4 (E9V) -V3ae gp.
50 pg de 529-SE y 250 Hg de GM-CSF de humano,
concentracién de aceite final 1%, volumen final 1 0

ml (500 pg cada cuadricepe mediante inyeccibn IM)

Ensayos para verificar las respuestas

inmunes inducidas por inmunégencs

Inmediatamente antes y después de 1la
inmunizacién, todos los animales fueron obgervados
estrechamente por las respuestas inmunes, humorales
inducidas por inmunSgenos wmediante los siguientes
ensayos

{1) Titulos de anticuerpos en el suero de

IgG del péptido anti-C4 (E9V)-V3g gp del suero mediante

un ELISA

14
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{(2) Titulos de anticuerpos de IgG del
péptido anti-C4 (ESV) -V3ay ¢p en mucosas

(cervicovaginal, nasal) mediante un ELISA

Resultados

Seguridad y Tolerabilidad de inmunSgenos

El péptido C4 (ESV) -V3gs ¢r, cuando se
administrdé solo o en combinacién con los adyuvantes
529-SE/GM-CSF, fue extremadamente bien tolerado Para
los animales inmunizados por la ruta intramuscular
utilizando aguja Yy Jeringa, no s8e observaron
reactividades adversas en el s8itio de inyeccidn
Todos los animales fueron observados estrechamente
por los cambios en la temperatura corporal durante 24
horas inmediatamente después de cada administracién
del inmunégeno En nangln momento durante el estudio,
alguno de los animales demostrd lecturas de
temperatura corporal anormalmente elevada (datos no

mostrados)

Regpuestas de anticuerpocs en el Suero especificos

para el inmunégeno

Lae muestras de suero de todos los animales
se obtuvieron 1inmediatamente antes y una y dos
gsemanas después de cada 1inmunizacién (hasta 25
semanas) Dos semanas después de la inmunizacidn
final, todas las muestras de suero se analizaron por
la presencia de anticuerpos de IgG del péptido anti-
C4(ESV)-V3 Los animales del grupo 1 inmunizados por

la ruta intranasal (péptido C4 (E9V)-V3g9 g» 80l0)

(N
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fallaron al demostrar titulos de anticuerpos de IgG
del péptido anti-C4 (E9V)-V3g gp en el suero mds altos
que los niveles previos a la inmunizacibn (figura 7)
En contraste, los animales del grupo 2
(administracién IM de C4(E9V)-V3ige gp + 529-SE/GM-CSF)
desarrollaron niveles significantes de anticuerpos de
IgG especificos para C4(E9V)-V3 en el suero (figura
7) El tfitulo a punto final promedio geométrico,
reportado se calcula utilizando el titulo inferior de
cada animal individual que es tres veces superior a
la lectura para el suero natural, acumulado en la
misma dilucién

Los animales del grupo 1 (sin adyuvante)
tuvieron titulos de anticuerpos de IgG del péptido
anti-C4(E9V)-V3gp e en las muestras de lavado
cervicovaginal que fueron mds altos que los niveles
previos a la inmunizacién solo después de la cuarta
inmunizacidén, pero declinaron posteriormente (figura
8) En contraste, los animales del grupo 2 ({(con
adyuvante) tuvieron titulos de anticuerpos de IgG del
péptido anti-C4 (E9V)-V3s ¢p en las muestras de lavado
cervicovaginal que fueron més altos que los niveles
previos a la inmunizacién después de la primera
inmunizacién e incrementaron después de cada
inmunizacién subsiquiente (aunque hubo algin descenso
posterior en cada caso) (figura 8)

Los animales del grupo 1 (sin adyuvantes)
fallaron al demostrar titulos de anticuerpos de IgG
del péptido anti-C4 (E9V)-V3g ¢p en los lavados nasales

mis altos que los niveles previos a la inmunizacaién
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(figura 9) En contraste, los animales del grupo 2
{(con adyuvante) desarrollaron niveles significantes
de titulos de anticuerpos de IgG del péptido anti-
C4 (ESV) -V3g ¢p €n las muestras de lavado nasal (figura

9)
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Se hace constar que con relacin a esta
fecha, el mejor método conocido por la solicitante
para llevar a la préctica la citada invencién, es el
que resulta claro de la presente descripcién de la

invencidn
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REIVINDICACIONES
Habiéndose descraito la invencién como
antecede, sBe reclama como propiedad lo contenido en

las siguientes reivindicaciones

1 Una composicidn antigénica,
caracterizada porque comprende un antfgeno
seleccionado de un vairus, bacteria, hongo o parasito
patogénico, o de una célula de cancer o célula de
tumor, o de un alérgeno, o de una molé&cula misma, y
una cantidad adyuvante, efectiva de la combinacién
de (1) un compuesto de fosfato de aminocalquil-
glucosamina (AGP) o un derivado o andlogo del mismo y
(2) una citocina o lanfocina, o un agonista para la
citocaina o linfocina, en donde la combinacién de
adyuvantes aumenta la respuesta inmune al antigeno en
un hospedero vertebrado

2 La composicién antigénica de
conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porgque el antigeno seleccionado es un polipéptido,
péptido o fragmento derivado de una proteina

3 La composicién antigénica de
conformidad con 1la reivaindicacién 1, caracterizada
porque el AGP se utiliza en la forma de una emulsibén
estable de aceite en agua

4 La composaicién antigénica de
conformidad con la xeivindicacién 1, caracterizada
porque la citocina o© linfocina se selecciona del
grupo que consiste de un factor de estimulacién de

colonias de granulocitos y macrf6fagos e interleucina-
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5 La composicién antigénica de
conformidad con la reivindicacién 4, caracterizada
porque la citocina o linfocina es un factor de
estimulacién de colonias de granulocitos Y
macrSfagos

6 La composicién antigénica de
conformidad con la reivindicacifn 5, caracterizada
porque el AGP se utiliza en la forma de una emulsidn
estable de aceite en agua

7 La composicién antigénica de
conformidad con 1la reivindicacidédn 4, caracterizada
porque la citocina o linfocina es interleucina-12

8 La composicién antigénica de
conformidad con la reivindicacién 7, caracterizada
porque el AGP se utiliza en la forma una emulsibn
eatable de aceite en agua

9 La composicidn antigénica de
conformidad con 1la reavindicacién 1, caracterizada
porque ademds comprende un diluyente o portador

10 La composicién antigénica de
conformidad con 1la reavindicacién 9, caracterizada
porque el AGP se utiliza en la forma una emulsidn
estable de aceite en agua

11 La composicidn antigénica de
conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada
porque el AGP es
2-desoxi-4-0-fosfono-3-0-{[(R)-3-
tetradecanoioxitetradecanoil] -2-[(R)-3-

tetradecanoioxitetradecanoilamino] -p-D-
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glucopiranosida) de 2-[(R)-3~
tetradecanoiloxitetradecanoilaminoletilo (529)
12 La

composicién antigénica de

conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada

porque el antigeno seleccionado es del virus de
inmunodeficiencia humana (HIV)
13 La

composicidn antigénica de

conformidad con la reivindicacién 12, caracterizada

porque el antigeno de HIV seleccionado es una

proteina polipéptido, péptido o fragmento derivado de

la proteina del HIV
14 La

composicién antigénica de

conformidad con la reivindicaciSn 13, caracterizada
porque los antigenos seleccionados son péptidos de
HIV selecciocnados del grupo que consiste de péptidos

que tienen la secuencia de aminodcidos

Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala

Met Tyr Ala
Arg Ile His
Lys (SEC ID
Lys Gln Ile
Met Tyr Ala

Ile His Ile

Cys Thr Arg
Ile Gly Pro
NO 1),

Ile Asn Met
Thr Arg Pro

Gly Pro Gly

(SEC ID NO 2),

Arg Gln Ile

Ile Asn Thr

Val Tyr Leu Glu Gly Cys

Met Leu (SEC ID NO 3),

Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys

Gly Arg Ala

Trp Gln Glu
Asn Tyr Asn

Arg Ala Phe

Trp His Lys

Thr Pro Tyr

Phe

Val

Lys

Val

Asp

Tyr Thr Thr

Gly Lys Ala

Arg Lys Arg
Thr Thr Lys

Gly Lys Asn

Ile Asn Gln

Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Glu Arg

Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Ala Arg Arg
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(SEC ID NO 4), y

Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Val Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Glu Arg
Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Ala Arg Arg
(S8EC ID NO 5)

15 La composicién antigénica de
conformidad con la reivindicacién 14, caracterizada
porgque el péptido de HIV es el péptido que tiene la
secuenclia de aminoicidos
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Cys Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys
Arg Ile His Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr
Lys (SEC ID NO 1)

16 La composicibn antigénica de
conformidad con la reivindicacién 14, caracterizada
porque el péptido de HIV es el péptido que tiene la
secuencia de aminoicidos
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys Arg
Ile His Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr Lys
(SEC ID NO 2)

17 La composicién antigénica de
conformidad con la reivindicacién 14, caracterizada
porque el péptido de HIV es el péptido que tiene la
secuencia de amino&cidos
Arg Gln Ile Ile Asn Thr Trp His Lys Val Gly Lys Asn
Val Tyr Leu Glu Gly Cys Thr Pro Tyr Asp Ile Asn Gln
Met Leu (SEC ID NO 3)

18 La composicién antigénica de

conformidad con la reivindicacién 14, caracterizada
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porque el péptido de HIV es el péptido que tiene la
secuencia de amino&cidos

Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Glu Arg
Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Ala Arg Arg
(SEC ID NO 4)

19 La composicién antigénica de
conformidad con la reivaindicacién 14, caracterizada
porque el péptido de HIV es el péptido que tiene la
secuencia de aminofcidos
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Val Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Glu Arg
Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Ala Arg Arg
(SEC ID NO 5)

20 La composicién antigénica de
conformidad con la reivindicacién 12, caracterizada
porque €l AGP Be utiliza en forma de una emulgidn
estable de aceite en agua

21 La composicién antigénica de
conformidad con la reivindicacibn 12, caracterizada
porque la citocina o 1linfocina sBe selecciona del
grupo que consiste de un factor de estimulacidn de
colonias de granulocitos y macrSfagos e 1interleucina
12

22 La composicién antigénica de
conformidad con la reivindicacién 21, caracterizada
porque la citocina o linfocina es un factor de
estimulacién de colonias de granulocitos Y
macréfagos

23 La composicién antigénica de
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conformidad con la reivindicacién 22, caracterizada
porque el AGP se utiliza en la forma de una emulsién
estable de aceite en agua

24 La composicidn antigénica de
conformidad con la reivindicacifén 21, caracterizada
porque la citocina © linfocina es interleucina-12

25 La composicién antigénica de
conformidad con la reivindicaci6n 24, caracterizada
porque el AGP se utiliza en la forma de una emulsién
estable de aceite en agua

26 La composicién antigénica de
conformidad con la reivindicacién 12, caracterizada
porque ademis comprende un diluyente o portador

27 La composicién antigénica de
conformidad con la reivindicacidén 26, caracterizada
porque el AGP se utiliza en la forma de una emulsién
estable de aceite en agua

28 La composicidn antigénica de
conformidad con la reivindicacién 12, caracterizada
porque el AGP es 529

29 Un método para incrementar la capacidad
de una composicién antigénica gque contiene un
antigeno seleccionado de un virus, bacteria, hongo o
parédsito patogénico, para producir una respuesta
inmune de un hospederoc vertebrado, caracteraizado
porque comprende administrar al  hospedero una
composicifén antigénica de conformidad con la
reivandicacaién 1

30 Un método para incrementar la capacidad

de la composicién antigénica que contiene un antigeno
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seleccionado de un virus, bacteria, hongo o parésito
patogénico, para producir una respuesta inmune de un
hospedero vertebrado, caracterizado porque comprende
administrar al hospedero una composicién antigénica
de conformidad con la reivindicacibn 9

31 Un método para incrementar la capacidad
de una composicién antigénica que contiene un
antigeno de HIV para producir una respuesta inmune en
un hospedero vertebrado, caracterizado porque
comprende administrar al hospedero una composicién
antigénica de conformidad con la reivindicaciédn 12

32 Un método para incrementar la capacidad
de una composicifn antigénica gque contiene un
antfgeno de HIV para producir una respuesta inmune en
un hospedero vertebrado, caracterizado porque
comprende administrar al hospedero una composicién
antigénica de conformidad con la reivindicacién 26

33 E1 método de conformidad con 1la
reivindicacién 32, caracterizado porque los antigenos
seleccicnados son péptidos de HIV seleccionados del
grupo dque consiste de péptidos que tienen la
secuencia de aminodcidos
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Cys Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys
Arg Ile His Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr
Lys (SEC ID NO 1),
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys Arg
Ile His Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr Lys

(SEC ID NO 2),
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Arg Gln Ile Ile Asn Thr Trp His Lys Val Gly Lys Asn
Val Tyr Leu Glu Gly Cyes Thr Pro Tyr Asp Ile Asn Gln
Met Leu (SEC ID NO 3),

Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Glu Arg
Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Ala Arg Arg
(SEC ID NO 4), y

Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Val Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Glu Arg
Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Ala Arg Arg
(SEC ID NO 5)

34 El método de conformidad con la
reivindicacién 33, caracterizado porque el péptido de
HIV es el péptido que tiene la secuencia de
amino&icidos
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Cys Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys
Arg Ile His Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr
Lys (SEC ID NO 1)

35 El1 método de conformidad con la
reivindicacién 33, caracterizado porque el péptido de
HIV es el péptido que tiene 1la secuencia de
aminodcidos
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys Arg
Ile His Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr Lys
(SEC ID NO 2}

36 El método de conformidad con 1la
reavindicacaibn 33, caracterizado porque el péptido de

HIV es el péptido que tiene 1la secuencia de
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aminodcidos

Arg Gln Ile Ile Asn Thr Trp His Lys Val Gly Lys Asn
Val Tyr Leu Glu Gly Cys Thr Pro Tyr Asp Ile Asn Gln
Met Leu (SEC ID NO 3)

37 El1 método de conformidad con 1la
reivindicaciédn 33, caracterizado porque el péptido de
HIV es el péptido que tiene la secuencia de
aminoécaidos
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Glu Arg
Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Ala Arg Arg
(SEC ID NO 4)

38 El1 método de conformidad con la
reivaindicacién 33, caracterizado porque el péptido de
HIV es el péptido que tiene 1la secuencia de
aminodcidos
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Val Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Glu Arg
Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Ala Arg Arg
(SEC ID NO 5)

39 Un método para incrementar la capacidad
de una composiciédn antigénica gque contiene un
antigeno seleccionado de un virus, bacteria, hongo o
par&sito patogénico, para producir linfocitos T
citotéxicos en un hospederoc vertebrado, caracterizado
porque comprende administrar al hospederc una
composicién antigénica de conformidad con la
reivindicacién 1

40 Un método para incrementar la capacidad

de una composicién antigénica que contiene un

|
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antfgeno seleccionado de un vairus patogénico,
bacteria, hongo o pardsito patogénico, para producir
linfocatos T citotébxicoe en un hospedero vertebrado,
caracterizado porgque comprende administrar al
hospedero una composicién antigénica de conformidad
con la reivindicacién 9

41 Un método para incrementar la capacidad
de una composicifn antigénica gque contiene un
antigeno de HIV para producir lainfocitos T
citotédxicos en un hospedero vertebrado, caracterizado
porque comprende administrar al  hospedero una
composicidn antigénica de conformidad con la
reivindicacién 12

42 Un método para i1ncrementar la capacidad
de una composiciédn antigénica que contiene un
antigeno de HIV para producir linfocitos T
citotéxicos en un hospedero vertebrado, caracterizado
porque comprende administrar al  hospederco una
composiciédn antigénica de conformidad con la
reivindicacidén 26

43 E1 método de conformidad con la
reivindicacidn 42, caracterizado porque los antigenos
seleccionadoe son péptidos de HIV seleccionados del
grupo que consiste de péptidos que tienen 1la
secuencia de aminodcidos
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Cys Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys
Arg Ile His Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr
Lys (SEC ID NO 1),

Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
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Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys Arg
Ile His Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr Lys
(SEC ID NO 2},

Arg Gln Ile Ile Asn Thr Trp His Lys Val Gly Lys Asn
Val Tyr Leu Glu Gly Cys Thr Pro Tyr Asp Ile Asn Gln
Met Leu (SEC ID NO 3),

Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Glu Arg
Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Ala Arg Arg
(SEC ID NO 4), vy

Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Val Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Glu Arg
Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Ala Arg Arg
(SEC ID NO 5)

44 El método de conformidad con la
reivaindicacibén 43, caracterizado porque el péptido de
HIV es el péptido gque tiene la secuencia de
aminodcidos
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Cys Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys
Arg Ile His Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr
Lys (SEC ID NO 1)

45 El1 método de conformidad con 1la
reivindicacién 43, caracterizado porque el péptido de
HIV es el péptido que tiene la secuencia de
aminodcidos
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg Lys Arg
Ile His Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr Lys

(SEC ID NO 2)



10

15

20

25

30

106

46 El1 método de conformidad con la
reivindicacién 43, caracterizado porque el péptido de
HIV es el péptido que tlene 1la secuencia de
aminodcidos
Arg Gln Ile Ile Asn Thr Trp His Lys Val Gly Lys Asn
Val Tyr Leu Glu Gly Cys Thr Pro Tyr Asp Ile Asn Gln
Met Leu (SEC ID NO 3)

47 El1 método de conformidad con 1la
reivindicacién 43, caracterizado porque el péptido de
HIV es el péptido que tiene 1la secuencia de
aminodcidos
Lys Gln Ile Ile Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Glu Arg
Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Ala Arg Arg
(SEC ID NO 4)

48 E1 método de conformadad con 1la
reivindicacién 43, caracterizado porque el péptido de
HIV es el péptido que tiene la esecuencia de
aminodcidos
Lys Gln Ile Ile Aen Met Trp Gln Val Val Gly Lys Ala
Met Tyr Ala Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Glu Arg
Leu Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Ala Arg Arg
(SEC ID NO 5)

49 Un método para incrementar la capacadad
de una composeicién antigénica que contiene un
antigeno de cédncer o un antigeno asociado con tumores
seleccionado de una célula de céncer o una célula de
tumor para producir un efecto anticancerigeno,
terapéutico o profilactico en un hospedero

vertebrado, caracterizado porque comprende
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administrar al hoepedero una composicién antigénica
que comprende el antigeno de céncer o un antigeno
asociado con tumores seleccionado de una célula de
cncer © una célula de tumor, Yy una cantidad
adyuvante, efectiva de la combinacién de (a) un AGP,
© un derivado o andlogo del mismo, y (b) una caitocina
o linfocina, o un agonista para la citocina o
linfocina

50 Un método para incrementar la capacidad
de una compoeicién antigénica que contiene un
alérgeno seleccionado para moderar una respuesta
alérgica en un hospedero vertebrado, caracterizado
porque comprende administrar al  hospedero una
composicién antigénica que comprende el alérgeno, Yy
una cantidad adyuvante, efectiva de la combinacién
de (a) un AGP, o un derivado o anfilogo del miemo, y
(b) una caitocina o linfocina, o un agonista para la
citocina o linfocina

51 Una composicién antigénica,
caracterizada porque contiene un antigeno
geleccionado de una molécula o porcién de la misma,
que representa aquellas producidas por un hospedero
de una manera indeseada, una cantidad o ubicacién
para producir ese efecto indeseado, al incluir una
cantidad adyuvante, efectiva de la combinacién de
(a) un AGP, o un derivado o anflogo del mismo, y (b)
una catocina © linfocina, © un agonista para la
citocina o linfocina

52 La composicidn antigénica de

conformidad con la reivindicacién 51, caracterizada
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porque el antigeno seleccionado es un polipéptaido,
péptido o fragmento derivado de la proteina
precursora amiloidea, o un anticuerpo para el mismo

53 La composi1cién antigénica de
conformidad con la reivindicacién 52, caracterizada
porque el antfigeno seleccionado es el péptido AP, el
cual es un fragmento interno de 39-43 de amino&cidos
de la proteina precursora, amiloidea o un fragmento
del péptido AP

54 La composicién antigénica de
conformidad con la reivindicacién 53, caracterizada
porque el antigeno seleccionado es el péptido AP que
tiene la secuencia de aminodcidos
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val Has
His Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser
Asn Lys Gly Ala Ile Ile Gly Leu Met Val Gly Gly Val
Val Ile Ala (SEC ID NO 6)

55 ILa composicitdn antigénica de
conformidad con la reivindicacibn 54, caracterizada
porque el APG es 529

56 Un método para incrementar la capacidad
de una composicién antigénica que contiene un
antigeno seleccionado de una molécula o porcién de la
misma que representa aquellas producidas por un
hospedero de una manera indeseada, una cantidad o
ubicacién para reducir ese efecto 1ndeseado, al
incluir una cantidad adyuvante, efectava de la
combinacién de (a) un AGP, o un derivado o andlogo
del mismo, y (b) una citocina o linfocina, o un

agonista para la citocina o linfocina

JFF
oY
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57 Un método para incrementar la capacidad
de una composicién antigénica para prevenir o tratar
una enfermedad  distinguida por la deposicién
amiloidea en un hospedero vertebrado, caracterizado
porque comprende administrar al hospedero un
polipéptido, péptaido o fragmento derivado de una
proteina precursora amiloidea, o un anticuerpo para
el mismo, y una cantidad adyuvante, efectiva de la
combinacién de (a) un AGP, o un derivado o andlogo
del mismo, y (b)) una citocina o 1linfocina, o un
agonista para la citocina o linfocina

58 El1 método de conformidad con la
reivindicacifn 57, caracterizado porque el antigeno
seleccionado es el péptido AR, el cual es un fragmento
interno de 39-43 aminodcidos de la proteina
precursora, amiloidea o un fragmento del péptido AP

59 El1 método de conformidad con 1la
reivindicacién 58, caracterizado porque el antigeno
seleccionado es el péptido AP que tiene la secuencia
de aminoédcidos

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val
Hig His Gln Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val
Gly Ser Aen Lys Gly Ala Ile Ile Gly Leu Met Val
Gly Gly Val Val Ile Ala (SEC ID NO 6)

60 El mftodo de conformidad con 1la
reivaindicaciébn 59, caracterizado por AGP es 529

61 Una formulacidn adyuvante,
caracterizada porque comprende la combinacién de (a)
un compuesto de fosfato de aminocalquil-glucosamina

(AGP) o un derivado o andlogo del mismo, y (b) una
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citocina o linfocina, o un agonista para la citocina
o linfocina

62 La formulacién adyuvante de conformidad
con la reivindicacibn 61, caracterizada porque el AGP
se utiliza en la forma de una emulsién estable de
acelte en agua

63 La formulacifén adyuvante de conformidad
con la reivindicacién 61, caracterizada porque 1la
citocina o linfocina se selecciona del grupo que
consiste de un factor de estimulacién de colonias de
granulocitos y macr6fagos e interleucina 12

64 La formulacién adyuvante de conformidad
con la reivindicacidn 61, caracterizada porque ademds
comprende un diluyente o portador

65 La formulacién adyuvante de conformidad
con la reivindicacién 61, caracterizada porque la
citocina o linfocina es un factor de estimulacibén de
colonias de granulocitos y macrbdfagos

66 La formulacién adyuvante de conformidad
con la reivindicacifn 61, caracterizada porque la
citocina o linfocina es interleucina 12

67 La formulacién adyuvante de conformidad
con la reivaindicacidn 61, caracterizada porque el AGP

es 529
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<110>
<120»
<130>
<160>
<170>
<110»
<211>
<212>
<21)>

<400>

LISTADO DE SECUBNCIAS

Amarican Cyanamid Cozpany

Formulacionea de Combinacién de adyuventes
AM1004499CT

8

PatentIn version 3 1

1

410
PRT

Secuancia artificial del virus de Inmunodeficiencia Humana
1

Lys Gln Ilea Ila Asn Met Trp Gln Glu Val Gly Lys Ala Met Tyr Ala
1 5 10 13

Cya Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys ;;w Ly® Arg lle His Ile Gly Pro
20 30

Gly Arg Ala Phe Tyr Thr Thr Ly»
40

<210>
«2ll>
<21i>
<213>

400>

i
a9

PRT
Secuencia artificial del virus da Immmodeficiencia Humana

Lys Gln Ile lle gln Met Trp Cln Glu Val Gly Lym Als Nat Tyr Ala
1 10 15

Thr Arg Pro Asn Tyr Asn Lys Arg ggl Arg Ile Him Ils g%y Pro Gly

Arg Ala :g. T™yr Thr Thr Lys

<210>
<21ll>
<212>
«213>»

3

28

FRT

Secuencia artificisl del virus da Inmnodeficiencia Humans

3

Arg Gln Ile Il® gln Thr Txp His Lys Val Gly Lys Asn Val Tyr Leu
1 10 13

Glu Gly Cys Thr Pro Tyr Asp Ile Asn Gln Met Leu
20 r}
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<210 4
<21l>» 2%

<212>» PRT
<213> gecusncia artificial del virus de Imu'nnd-ﬂcimu:l.a Humana

5100» q
Lys Gln 1le Ile :ln Net Trp Gln Glu !;:I. Gly Lys Ala Met 1?.' Ala
1 1

Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr Arg Glu Arg Leu 3er lle Gly Pro Gly
20 s 30

Arg Ala Phe TyT Ala Arg Arg
35

<210» 9
%2ll> 19
<212> PRT

€213» gacuencia artificial del virus de Inminodeficiencia Humana
~400» 5

Lys Gln Ile Ile g.ln Mst Trp Gln Val val Gly Lys Ala Met 'rgr Ala
10 1
Thr Arg Pro Asn Asn Asn Thr A:uuclu Arg Lau Ser lle Gly Pxo Gly
20 25 30
Arg Ala Fhe Tyr Ala Arg Arg
35

«2.0» 6

<211>» 42

<212 PRT -

<213> Fragmento Interno de la Protefna Precursora Amiloide

400> &
Asp Ala Glu Phe :ru His Asp Ser Qly :I'%r: Glu Val His Hi» g;n Lys
1 1

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
20 11 £ a0

Gly Leu Met Val Gly Gly Val V:I Ile Ala
35 4

<210> 7

<2ll> 29

<212> PRT

<213> Fragmento Interno de la Proteina Precursora Amiloide

<400> 7
Asp Ala Glu Phe Arg Him Asp Ser Gly Tyr Glu Val Kis Kis Gla Lys



5 D 13
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]
Lvwu Val Phe Phe Ala éi.u Asp Val g;y Bex Asn Lym
20

<210>» 8

s.11» 10

<212» PRT

<213>» gecuencia artificial del virus de Inmunodsficiencis Humana

<400> 8

Arg Gly Pro Gly Arg Als Phe Val Thr Ile
5 10

AS|
48
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Como resuliado del examen de forma, realtzado con fundamento el of articulo 38 de la Decisién 486 de la Comision
de la Comunkiad Anding, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materla de Patentes (PCT), regia 51 bia del
Reglamento y Gircular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, 8e le comunica que:

0 La solicitud no contiene la copla del documento en que consia la cessdn del derecho a la patente del inventor al
soficitante 0 & su causants. (Art. 26-k) Deciudn 486)

0 La solicitud no contiene el poder detsdarents ctorgado, con el Beno de los requisitos exigidas por los articulos 63
y subsiqulentes del Cddigo de Procedimiento Givi Adicronaiments, deberd presentar ol documento que acredita
la exasiencaa y representacion legal de la socedad soficiiants, cuando éeta fuere persona pridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Dec:adn 488, se le raquiere para que dentro del término de
dos meses siguienies a Ia facha de notficacidn del presente oficio, complete loa requisitos anterioments enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presenta requerimuento, la sofictud 8e consderard abendonada y perderd su

Notifiquese e! presente oficio conforme a lo dispuesto en &l numeral 5.2, literal e), del capfulo quinto del thulo
primero de la Circular Unica N° 10 de 2001

ALIX CA DE VERGEL
Jefedela de Nuevas Creaciones.

EX anteror recuerimiento fue nalficado por fackn en fsta de fecha S | 00! 2005




